UNIVERSIDADE JOSE DO ROSARIO VELLANO
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
MESTRADO EM SAUDE

ESTUDO HISTOLOGICO COMPARATIVO
ENTRE LASER DE BAIXA POTENCIA,
PROPOLIS E ASSOCIACAO DE AMBOS SOBRE
LESOES DE PELE DE Rattus norvegicus albinus

MARIA CRISTINA GOMES SOUZA FREIRE

Alfenas - MG
2010



UNIVERSIDADE JOSE DO ROSARIO VELLANO
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
MESTRADO EM SAUDE

ESTUDO HISTOLOGICO COMPARATIVO
ENTRE LASER DE BAIXA POTENCIA,
PROPOLIS E ASSOCIACAO DE AMBOS SOBRE
LESOES DE PELE DE Rattus norvegicus albinus

MARIA CRISTINA GOMES SOUZA FREIRE

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pés Graduagdo em
Saude da Universidade José do
Rosario Vellano, como parte das
exigéncias para a obtengcdo do grau
de mestre.

Orientador: Prof. Dr. Mario Sérgio Oliveira Swerts
Co-orientador: Prof. Dr. Marcelo Rodrigo Tavares

Alfenas - MG
2010



Freire, Maria Cristina Gomes Souza

Estudo histolégico comparativo entre laser de baixa
poténcia.../--Maria Cristina Gomes Souza Freire. -- Alfenas:
UNIFENAS, 2010.

105 f.

Orientador: Prof. Dr. Mario Sérgio Oliveira Swerts

1. Laser 2. Propolis. 3. Pele. 4. Fibroblastos. 5. Vasos
Sanguineos |. Titulo.

CDU: 611.018(043)




MARIA CRISTINA GOMES SOUZA FREIRE

ESTUDO HISTOLOGICO COMPARATIVO ENTRE LASER
DE BAIXA POTENCIA, PROPOLIS E ASSOCIACAO DE
AMBOS SOBRE LESOES DE PELE DE Rattus norvegicus
albinus

A banca examinadora, abaixo-assinada,
aprova a dissertacdo de Mestrado,
elaborada por Maria Cristina Gomes
Souza Freire e sob a orientagao do Prof.
Dr. Mario Sérgio Oliveira Swerts, como
requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Saude.

Profa. Dra. Alessandra Esteves Profa. Dra. Ana Maria Duarte Dias Costa
Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL Universidade José do Rosario Vellano - UNIFENAS

Prof. Dr. Mario Sérgio Oliveira Swerts

Orientador



“E importante vocé acreditar que vencera

Aquilo que vocé deseja fortemente na
mente acaba acontecendo

Um desenho disforme impede a realizagao
do objetivo

Creia firmemente que tudo Ihe saira bem
Alimente a esperanca

A Lei Universal do amor responde
positivamente aos nossos anseios desde
que nao lesem os outros

Quem luta e serve, confiante na vitdria,
constrdi embarcagao segura em que
navegara amanha.”

Lorival Lopes - 1996



Dedico este trabalho:

A minha familia, em especial, ao meu esposo, Erik, pelo
incentivo, companheirismo, dedicagdo e paciéncia ao
longo dessa jornada.

Aos meus filhos, Carolina, Enzo e Joao Herman, que
mesmo privados de alguns momentos de carinho,
estiveram sempre ao meu lado.

A minha mae, Maria das Gracas, através de seu exemplo,
me ensinou a superar dificuldades e ter fé sempre,
independente das circunstancias.

A minha irma, Ana Paula, pelo grande apoio e dedicagéo
aos meus filhos.

A minha sogra, Leninha, pela simplicidade e sapiéncia em
conduzir os fatos da vida, sempre apoiando novos
projetos da familia.



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte de inspiracdo em minha vida, com Ele, sei que “Tudo posso naquele
que me fortalece” (Fil 4:13).

A UNIFENAS, em especial, a Dra. Maria do Rosario Araljo Velano, por propiciar
condicdes favoraveis a conclusao do mestrado.

Ao Prof. Dr. Mario Sérgio Oliveira Swerts, pela orientacdo deste trabalho, confianca
depositada e grande experiéncia na area pesquisada.

Ao Prof. Dr. Marcelo Rodrigo Tavares, pela co-orientagdo, confianga, vasto
conhecimento na area e amizade ao longo desses anos.

A Prof.2 Marlene Leite Godoy Vieira de Souza, pelo incentivo constante, pela
confianga depositada e por ser um grande exemplo profissional e mulher, com
certeza, um referencial para muitos.

Aos alunos Cassiano Henrique Geovanini Vanzelli (Curso de Fisioterapia), Carlos
Henrique Gomes (Curso de Educagao Fisica) e Phillipe Vidal (Curso de Educagao
Fisica), pelo companheirismo e enorme colaboragdo durante a fase experimental
deste trabalho.

Ao colega de profissdo, Renan Botega, que se disponibilizou em levar o
equipamento de laser para afericdo no Laboratério de Biofotbnica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos, da Universidade de S&o Paulo.

Ao Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato, responsavel pelo Laboratério de
Biofoténica do Instituto de Fisica de Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo, pela
colaboracao em aferir o equipamento de laser.



As docentes Msc. Walkiria Vieira Alves, Msc. Evelise Aline Soares, Dra. Nelma de
Mello Silva Oliveira (UNIFENAS) e Dra. Alessandra Esteves (UNIFAL), pela
acolhida, prontidao e desprendimento nos momentos em que necessitei de auxilio.

Aos funcionarios Joao (Biotério), José Claudinei e Cida (Patologia), Lilian Karla
(Clinica de Fisioterapia), Luciana (Laboratério de Fisiologia), pela disposicao em
colaborar para o desfecho da fase experimental do trabalho.

Aos varios professores que nos acompanharam ao longo desse periodo, cada um
proporcionou momentos impares, porque doaram muito além do conhecimento
cientifico, estiveram ali de corpo e alma, de fato querendo e fazendo a diferenca.

Aos colegas de mestrado e amigos, em especial, Gerusa e Ana Paula, por dividir
inquietagcdes, preocupagdes, responsabilidades, momentos de alegria e
descontracao.

Guardarei cada um de vocés em meu coragao!



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Pele RUM@NQa ..........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 26
FIGURA 2 — Instrumentais CirlrgiCoS .........oouuuuuiiiei e 63
FIGURA 3 — Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) ..., 64
FIGURA 4 — Pesagem dOS FatOS .......coeeeiiiiieiiiiie et aeeeenens 64
FIGURA 5 — Anestesia dOS ratos .............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 65
FIGURA 6 — Aspecto da [€s80 INAUZIAA ...........ccooeeiriiiiiiiiiiiiceeeeee e 65
FIGURA 7 — Tratamento da eS80 — PropoliS ..........cooeviiiiiiiiiiee e, 66
FIGURA 8 — Tricotomia dorsal dos ratos..............ueeeiiiieiiiiiiiiiieeeeee e 66
FIGURA 9 — Indugdo da lesdo — Punch metalico...........cccceeeiiiiiiiiiiiiiciiieeeeeeeeee, 67
FIGURA 10 — Laser baixa intensidade ..................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii 67
FIGURA 11 - Tratamento da 1€S80..........ccooiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee e 68
FIGURA 12 — Animais p6os procedimento CIrlrgiCo ..........uueeeiieeeerveeiiiiiiineeeeeeeeeeeens 68
FIGURA 13 — Contengao de animais ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiici e eeenens 69

FIGURA 14 - Tela do programa ImagelLab 2000 durante o procedimento de captura
das imagens para quantificagao de fibroblastos e vasos sanguineos.

Em detalhe, captura histolégica do grupo tratado com Prépolis a 5% - 3



FIGURA 15 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

(o] 0 1 = 1T <) Rt W [ = 1 TR 70

FIGURA 16 - Corte histoldgico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

(o] 0 1 = 1< ey A o [ = 1= SRR 70

FIGURA 17. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

COM IS — 14 QiAo e, 71

FIGURA 18 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com laser e propolis a 10% — 3 dias ....coeeveeviiiiiiiiiiieeeeeee e, 71

FIGURA 19 - Corte histoldgico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com grupo controle laser — 7 dias........cooeveeviiiiiiiiiiieeeeee e 72

FIGURA 20. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com laser e propolis @ 5% — 3 dias ......cccevvveeiiiiiiiiiiiieee e 72

FIGURA 21 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com laser e propolisa5% — 7 dias .....ccccoeevviiieiiiiiiiiiiieee e 73

FIGURA 22. Corte histolégico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento do

grupo controle propolis — 3 dias........cooveeeeiiiiiiiiie e 73

FIGURA 23. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com propolis @ 10% — 7 diaS.....ccoeveeeeeeeeeeeeeeeee e 74

FIGURA 24. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com propolis 5% — 3 dias......coeeeeiiiieiiiieeeee e 74

FIGURA 25. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento

com Propolis 5% — 7 diaS......oeveeeiieeieieeeeec e 75



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Cromatograma de ions totais do extrato etandlico a 80% da prépolis

coletada no municipio de Santa Luzia, Minas Gerais _Brasil ........... 59

GRAFICO 02 - Comparacéo entre as médias de fibroblastos dos tecidos conjuntivos
dos ratos submetidos aos tratamentos nos quatro periodos ............ 91

GRAFICO 03 - Comparacéo entre as médias de vasos sanguineos dos tecidos
conjuntivos dos ratos submetidos aos tratamentos nos quatro periodos
.......................................................................................................... 101



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Relagéo de algumas propriedades “biolégicas” da prépolis em ordem

(o] o] g o] (o o | o= PR 54

Tabela 02 - Avaliacdo dos compostos polares do extrato etandlico de prépolis por

CGAR-AT-EM, esbogados no cromatograma...........ccccevvvveieeeeeeeeennnns 59

Tabela 03 - Efeito do laser sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo de

ratos durante os periodos tratados. ............coooiiiiiiiiiiiii 80

Tabela 04 - Efeito da propolis a 5% sobre a contagem de fibroblastos de tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados. ..........ccccceeeeeeiiienni. 84

Tabela 05 - Efeito da prépolis a 10% sobre a contagem de fibroblastos de tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados...............cceveeeeeen. 86

Tabela 06 - Efeito do grupo controle laser sobre a contagem de fibroblastos de

tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados ..................... 88

Tabela 07 - Efeito do grupo controle propolis sobre a contagem de fibroblastos de

tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados ..................... 88

Tabela 08 - Efeito da associagéo de laser e propolis a 5% sobre a contagem de
fibroblastos de tecido conjuntivo de ratos durante os periodos
EratadOS. ... 89

Tabela 09 - Efeito da associagéo de laser e propolis a 10% sobre a contagem de
fibroblastos de tecido conjuntivo de ratos durante os periodos
EratadOS. ... 90



Tabela 10 - Efeito do laser sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados...............ccceeveeeenns 92

Tabela 11 - Efeito da propolis a 5% sobre a contagem vasos sanguineos do tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados............c..ccceeveieennen. 93

Tabela 12 - Efeito da propolis a 10% sobre a contagem de vasos sanguineos do

tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados ..................... 94

Tabela 13 - Efeito do grupo controle laser sobre a contagem de vasos sanguineos

do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados ................ 97

Tabela 14 - Efeito do grupo controle propolis sobre a contagem de vasos sanguineos

do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados ................ 98

Tabela 15 - Efeito da associagao de laser e propolis a 5% sobre a contagem de
vasos sanguineos do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos
EratadOS. ... 98

Tabela 16 - Efeito da associagao de laser e propolis a 10% sobre a contagem de
vasos sanguineos do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos
EratadOS. ... 99



LISTA DE ABREVIATURAS

LASER - Light Amplification by stimulated Emission of Radiation — Amplificacdo da
Luz por Emisséo Estimulada de Radiagao

LBP - Laser de Baixa Poténcia

J/cm? - Joules por centimetro quadrado

ANSI - American National Standards Institute

W/cm? - Watts por centimetro quadrado

HeNe - Hélio-nebnio

AsGa - Arseniato de galio

mm? - Milimetros quadrados

mW - Miliwatts

nm - Nanémetro

Hz - Hertz

HE - Hematoxilina eosina

AsGaAl - Arseniato de Galio e Aluminio

TLBI - Terapia a Laser de Baixa Intensidade

LLLT - Low Level Light Therapy — Terapia de Baixa Intensidade de Luz

FDA - Food and Drug Administration

N2 - Nitrogénio

LED - Emisséo de Luz Diodo

Ip - Intraperitonial

CCDAE - Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CG-MS - Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa

HPLC - Cromatografia liquida de alta performance

NO - Oxido Nitrico

CAPE - Acido fenil éster cafeico

H202 - Peroxido de Hidrogénio

GL - Gradacgao alcodlica

CONAP - Cooperativa Nacional de Apicultura Belo Horizonte/MG

ML - Microlitro



CGAR-AT - Cromatografia gasosa de alta resolugao e alta temperatura
CGAR-AT-EM - Cromatografia gasosa de alta resolugao e alta temperatura acoplada

a espectrometria de massas



RESUMO

FREIRE, Maria Cristina Gomes Souza. Estudo histolégico comparativo entre laser de
baixa poténcia, propolis e associagao de ambos sobre lesbes de pele de Rattus
norvegicus albinus. Orientador: Mario Sérgio Oliveira Swerts; Co-orientador: Marcelo
Rodrigo Tavares. Alfenas: UNIFENAS, 2010. Dissertagao (Mestrado em Saude)

O tratamento de feridas envolve aspectos sistémicos e locais desenvolvidos
por profissionais de diferentes areas, destacando-se o laser de baixa poténcia e a
prépolis. Objetivou-se identificar e comparar histologicamente os efeitos da aplicagéo do
laser de baixa poténcia (LBP) 658 nanémetros (nm), da prépolis e associacdo de ambas
sobre lesdes de pele de Rattus norvegicus albinus, induzidas cirurgicamente, por meio de
estudo histologico. Utilizaram-se 140 ratos albinos, machos da linhagem WISTAR
(Rattus novergicus albinus), com 16 semanas, peso 350 a 500g, provenientes do
Biotério Central da Universidade José do Rosario Vellano — UNIFENAS. Apds a
anestesia geral com uso de ketamina® (cloridrato de cetamina)) Rompun®
(cloridrato de xilazina) (0,2 mL para cada 100g de peso por animal, sendo 50% de
ketamina e 50% de Rompun), os ratos foram submetidos a tricotomia no dorso
(regido entre as escapulas) e, posteriormente, a excisdo cirurgica circular da
epiderme, com uso do punch devidamente milimetrado (0,5 cm de diametro). Os
animais foram distribuidos em 7 grupos: GL: aplicando-se o laser de baixa poténcia
658 nm, 15 mW de poténcia, com densidade de energia radiante de 3 J/cmz, com
aplicacdo do tipo pontual, no centro da excisdo, durante 03 (trés), 07 (sete), 14
(catorze) e 21 (vinte e um) dias consecutivos; GP5%: os ratos foram submetidos a
aplicagado da propolis a 5%; GP10%: os ratos foram submetidos a aplicagdo da
propolis a 10%; GCL (Controle Laser): os ratos controle foram submetidos aos
mesmos procedimentos, porém com o aparelho de laser desligado; GCP: os ratos
controle foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém com o uso de
solugdo composta por agua deionizada estéril e alcool a 15%; GLP5%: os ratos
foram submetidos a aplicagao de laser de baixa poténcia associado a propolis 5%;
GLP10%: os ratos foram submetidos a aplicacdo de laser de baixa poténcia
associado a propolis 10% . Apds o sacrificio dos animais, procedeu-se a analise
histolégica para analise quantitativa do numero de fibroblastos e vasos sanguineos,
por meio de microscopia de luz. Processaram-se os resultados e, por meio da média
e desvio padrdo em cada grupo, foram aplicados os testes estatisticos, alicercados
pelo programa SPSS 15.0, versdo 2007. Os resultados evidenciaram que aos 3 dias
com tratamento laser; aos 7 dias com tratamento prépolis a 5%; aos 14 e 21 dias
com tratamento associado de laser e prépolis a 10% diferiram estatisticamente
(Kruskal-Wallis, p<0,01 e p<0,05) quando comparados aos demais grupos. Nao
houve diferenga estatisticamente significante aos 3, 7, 14 e 21 dias com tratamento
associado de laser e propolis a 5%, porém, ao comparar 0s grupos associados com
demais grupos, seus resultados foram significativos. Diante dos resultados,
principalmente aos 3 e 7 dias, observou-se que tanto o laser quanto a prépolis
contribuiram para um reparo mais rapido da leséao.

Palavras chaves: 1) Laser 2) Prépolis 3) Pele 4)Fibroblastos 5) Vasos sanguineos



ABSTRACT

FREIRE, Maria Cristina Gomes Souza. Comparative histological study between low
power laser, propolis, and the association of both in the treatment of skin lesions in
Rattus norvegicus albinus. Advisor: Mario Sérgio Oliveira Swerts. Co-advisor:
Marcelo Rodrigo Tavares. Alfenas: UNIFENAS, 2010. Dissertation (Master’s degree
in Health Care)

Wound treatment involves local and systemic aspects developed by professionals
from different fields, such as low power laser and propolis. The purpose of this study
was to identify and histologically compare the effects of the application of 3
treatments on surgically induced skin wounds in rats: 658 nm low power laser (LPL);
propolis; and LPL laser + propolis. One hundred and forty-four male Wistar albino
rats (Rattus norvegicus albinus), aged 16 weeks, weighing 350-500g, from the
Unifenas Central Biotherium, were used. After general anesthesia with ketamine®
(ketamine hydrochloride) / Rompun® (xylazine) (0.2 mL per 100g of animal weight:
50% ketamine and 50% Rompun), the rats were shaved on the back between the
shoulder blades, and then submitted to the punch excision of the skin. The animals
were divided into seven groups: GL: treated with 15 mW 658 nm LPL, with radiant
energy density of 3 J/cm?, with spot-type application in the center of the excision,
during 3 (three), 7 (seven), 14 (fourteen) and 21 (twenty-one) consecutive days;
GP5%: treated with 5% propolis; GP10%: treated with 10% propolis; GCL (Control
Laser): control rats underwent the same procedures, but with the laser device off;
GCP: control rats underwent the same procedures, but treated with a solution of
sterile deionized water and 15% alcohol; GLP5%: treated with LPL associated with
5% propolis; GLP10%: treated with LPL associated with 10% propolis. The animals
were sacrificed and histologically processed for the quantitative analysis of fibroblasts
and blood vessels by means of light microscopy. Statistical tests were applied by the
mean and the standard deviation in each group, based on the program SPSS 15.0,
version 2007. The results showed statistical differences (Kruskal-Wallis, p<0.01 and
p<0.05) in LPL treatment on day 3; 5% propolis treatment on day 7; LPL + 10%
propolis on days 14 and 21, when compared with the other groups. No significant
statistical difference was found on days 3, 7, 14 and 21 with the LPL and 5%
propolis, but, when compared with the other groups, the results were significant. In
face of the results, especially on days 3 and 7, both laser and propolis contributed to
a faster wound healing.

Keywords: 1) Laser 2) Propolis 3) Skin 4) Fibroblasts 5) Blood vessels.
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1 INTRODUCAO

Ferida pode ser definida como qualquer alteragdo da integridade anatémica da pele,
resultante de qualquer tipo de trauma (DECLAIR, 2002).

Essa alteragdo com consequente perda tecidual pode ser caracterizada como uma
ferida de espessura parcial (derme incompleta), que ocorre apds muitos
procedimentos dermatoldgicos, como a dermoabrasdo, o resurfacing por laser ou
peelings quimicos; pode também ser causada por traumatismos. A reparacao faz-se
pela reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente nao
acometida. Como resultado final tem-se uma cicatriz praticamente imperceptivel. Ja
as feridas de espessura total (derme completa ou estendida ao tecido celular
subcutaneo) necessitam da formacgao de um novo tecido, o tecido de granulacao; a
epitelizacdo, base da cicatrizacdo nas feridas de espessura parcial, acontece
apenas nas margens da ferida (MANDELBAUM et al., 2003).

O processo de cicatrizagao por segunda intengdo caracteriza-se por indugdo do
reparo em feridas com perda maior de células e tecidos. A reagdo de granulagao
cresce a partir da margem para completar a reparagdo. Como em feridas extensas
nao ha unido das bordas, existe formagdo do coagulo de fibrina que preenche o
defeito e mais detritos necroéticos e exsudatos devem ser removidos. O fator que
diferencia a cicatrizac&do primaria da secundaria refere-se ao fendmeno da contragao
da ferida. As etapas iniciais da contragao da ferida envolvem a formacao de rede de
fibroblastos contendo actina na margem da ferida (KUMAR, ABBAS e FAUSTO,
2005).

A reparagao tecidual comum a todos os tipos de tecidos do organismo pode ser
dividida em trés fases caracterizadas por inflamagao, proliferacédo e remodelagem. A
exata duracao de cada fase nao é distinta, devido as fases se sobreporem e também
pela variabilidade de um caso para outro. Entretanto, existem efeitos temporais

prefixando a duracdo de cada fase (REED, 1996).
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O tratamento de feridas envolve aspectos sistémicos e locais, que séao
desenvolvidos por profissionais de diferentes areas. O tratamento € denominado
curativo e constitui do procedimento de limpeza e cobertura de uma leséo, com o

objetivo de auxiliar o restabelecimento da integridade do tecido (DECLAIR, 2002).

Segundo Hess (2002), existem mais de 2000 produtos no mercado para tratar

feridas, o que torna a escolha do curativo correto uma tarefa dificil e desafiadora.

Dentre os varios tratamentos existentes no mercado, destaca-se o laser de baixa
poténcia. A laserterapia de baixa poténcia tem sido investigada e utilizada na pratica
clinica ha aproximadamente 20 anos, sendo que os trabalhos iniciais foram
realizados na Europa por Mester (KITCHEN; PARTRIDGE, 1991; GAM; THORSEN e
LONNBERG, 1993) no inicio da década de 1970. O crescente interesse pelos efeitos
do laser tem sido demonstrado pela significativa quantidade de publicagdes
cientificas, por meio de experimentos controlados em animais e humanos (KARU,
1998; MATERA; DAGLI e PEREIRA, 1994).

A maioria dos trabalhos sobre a aplicagdo de laser para cicatrizacdo de feridas
cutdneas mostra efeitos positivos observados por meio da proliferacdo de
fibroblastos, células endoteliais e aumento na deposi¢cdo de colageno e queratina
(MATERA; MATERA; DAGLI e PEREIRA, 1994; LUCAS; GEMERT e HAAN, 2003;
HOPKINS et al., 2004; TATARUNAS; MATERA e DAGLI, 1998; NORONHA et al.,
2004).

Segundo Kitchen (2003), o laser de baixa poténcia apresenta bons resultados em
feridas de qualquer natureza. Possui os seguintes efeitos terapéuticos: é anti-
inflamatorio, analgésico, antiedematoso e cicatrizante. O efeito anti-inflamatério
justifica-se por dois fatores: a interferéncia na sintese de prostaglandinas, cuja
reducdo decresce as alteragdes proporcionadas pela inflamacgao, e o estimulo a
microcirculagdo, garantindo um aporte eficiente de elementos nutricionais e

defensivos para regido lesada, favorecendo sua regeneragéao.

O efeito analgésico é explicado pela diminuigdo da inflamacgéo, elevagao do limiar

doloroso nas terminagdes nervosas livres e interferéncia da mensagem elétrica, por
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meio da manutencao do potencial de membrana. O efeito antiedematoso pode ser
justificado pelo estimulo a microcirculagdo, favorecendo melhores condi¢cdes de
drenagem do plasma, e a acéo fibrinolitica, proporcionando a resolugéo efetiva do

isolamento causado pela coagulagdo do plasma (VIEIRA, 2006).

Ja o efeito cicatrizante do laser é o que mais se destaca. E caracterizado pelo
incremento a produgdao de ATP e aumento da sintese protéica, tendo como
consequéncia, o incremento da regeneragao tecidual em um processo de reparagao.
O estimulo a microcirculagcdo, aumentando o aporte de elementos nutricionais,
associado ao aumento da velocidade mitética, facilita a multiplicagdo das células,
assim como a neovascularizagdo, o que também contribui para a cicatrizagao
(ROCHA et al.,, 2003; ROCHA-JUNIOR et al.,, 2006; VIEIRA, 2006; MILLIS;
FRANCIS e ADAMSON, 2008).

Outra modalidade terapéutica para a cicatrizacdo de feridas cutédneas é o uso da
propolis. Ela € uma substancia resinosa natural, coletada pelas abelhas para
assepsia e protecdo da colméia contra insetos e microorganismos, sendo
responsavel pela impermeabilizagdo, isolamento térmico, vedacao e tratamento
antisséptico (GERALDINI; SALGADO e RODE, 2000).

E um dos muitos produtos naturais que vém sendo utilizado durante séculos pela
humanidade (VARGAS et al., 2004). Seu uso na medicina popular data de 300 a.C.
(SILVA et al., 20006).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, foi amplamente utilizada devido
as suas propriedades cicatrizantes, e na segunda guerra mundial foi empregada em
varias clinicas soviéticas (PEREIRA; SEIXAS e AQUINO NETO, 2002).

A prépolis tem sido objeto de intensos estudos farmacolégicos e quimicos nos
ultimos 30 anos. Em varias partes do mundo ¢é indicada para melhorar a saude de
maneira geral e prevenir doengas, como inflamacgao, doengas do coragéo, diabetes e
cancer (KADOTA et al., 2002). Problemas tratados com propolis incluem mau halito
(halitose), eczema, infec¢gdes na garganta, ulceras e infecgdes urinarias (PEREIRA,;
SEIXAS e AQUINO NETO, 2002). Especificamente nas feridas cutaneas, a propolis
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apresenta um fator anti-inflamatério e antibacteriano, o que consequentemente
melhora a cicatrizagao das feridas (RAMOS e MIRANDA, 2007).

No Brasil, o interesse pela propolis aconteceu somente na década de 1980 com o
trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer, demonstrando em seu livro “Abelhas e
saude”, as propriedades terapéuticas da propolis e sua utilizagcdo como antibiético
natural (LIMA, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e comparar histologicamente os efeitos da aplicagdo do laser de baixa
poténcia (LBP), de 658 nanémetros (nm) e da prépolis, bem como a associagao de

ambas sobre lesdes de pele de ratos, induzidas cirurgicamente.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar e comparar os efeitos do LBP 658nm, propolis a 5%, 10%, e
associagao de LBP 658nm com prépolis a 5% e a 10% na indugao de fibroblastos
nas lesdes epiteliais induzidas cirurgicamente;

e Comparar os efeitos do LBP 658nm, prépolis a 5%, 10%, e associagao de LBP
658nm com propolis a 5% e a 10% sobre o numero de vasos sanguineos nas

lesbes epiteliais induzidas cirurgicamente.
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3 JUSTIFICATIVA

Os recursos, tecnologias e procedimentos para o tratamento de feridas sé&o
fragmentados, consistindo em relatos isolados, frequentemente descontinuados,
sobre um ou outro tipo de agente tépico ou cobertura em alguns tipos de ferida, e os
resultados nao trazem evidéncias precisas quanto o custo/beneficio de cada um

deles, como refere Dantas Filho (2003).

O impacto social e econdmico da cronificacdo de feridas e suas consequéncias
devido a infecgao local ou sistémica, tem sido alvo de grande preocupacéao por parte
dos profissionais, fazendo com que, na década de 1990, a utilizacdo de
antissépticos e dos mais variados tipos de agentes antimicrobianos se tornasse uma

panacéia com repercussdes extremamente danosas (RIBEIRO, 2003).

Embora ndo haja dados precisos no Brasil, os impactos psiquicos, sociais e
econdmicos da cronificagdo de lesdes na pele representam a segunda causa de
afastamentos do trabalho (ERENO, 2004).

Segundo Tavares, Mazer e Pastorello (2005), os estudos em animais, embora
avancem e diminuam a lacuna existente entre a pesquisa e a pratica clinica, ainda
restam alguns questionamentos a serem respondidos com relagdo ao laser de baixa
poténcia, tais como: dose ideal para um determinado tratamento, tipo de laser a ser
utilizado, fase da inflamacéao ideal para a intervencéo laserterapica e outros fatores

nao citados pelos autores.

Segundo Barbosa et al. (2009), o uso terapéutico da prépolis no tratamento de
lesdes tem resultados promissores, porém, os estudos sobre o seu uso em feridas
ainda sdo escassos, embora se perceba intensificagao da realizacdo destes a partir
de 2002.

Além destes fatores acima citados, ha uma caréncia, na literatura especifica, de
estudos comparando os efeitos do laser de baixa poténcia e os efeitos da prépolis
na cicatrizacdo de feridas cutaneas, o que aumenta ainda mais a pertinéncia deste

tipo de trabalho.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTOLOGIA DA PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano. Representa 16% do peso corporal e
desempenha multiplas fungdes como: protecdo do corpo contra efeitos ambientais,
contencédo das estruturas do corpo, perda de liquido e escoriagdes, regulagdo de
calor, barreira fisica contra a invasdo do nosso organismo por patégenos. Oferece
sensibilidade e ainda realiza a sintese e armazenamento de vitamina D (MOORE e
DALLEY, 2007).

A pele consiste em duas camadas principais, o epitélio de superficie ou epiderme e a
camada de tecido subjacente, o coério ou derme. Abaixo da derme encontra-se a
fascia superficial ou hipoderme. A hipoderme esta intimamente ligada a fascia
profunda subjacente, aponeurose ou periosteo (COTRAN; KUMAR e ROBBINS,
2000).

A epiderme é um tecido queratinizado e ndo possui vasos sanguineos ou linfaticos;
presume-se que seja nutrida por capilares da derme subjacente, por difusdo através
do liquido tissular, que forma um plexo cutaneo de artérias anastomosadas (MOORE
e DALLEY, 2007).

Embora os limites entre as porgdes de tecido epitelial e conjuntivo da pele sejam
nitidos, os elementos fibrosos da derme misturam se com os da hipoderme de modo
que ndo ha uma delimitagdo entre tais camadas (COTRAN; KUMAR e ROBBINS,
2000).

Em geral, a superficie externa da derme em contato com a epiderme é irregular e
esta elevada em papilas que se projetam nas concavidades entre as cristas da
superficie profunda da epiderme. E a camada papilar e a camada mais profunda da
derme, camada reticular, sendo que as duas nao podem ser separadas (COTRAN;
KUMAR e ROBBINS, 2000).
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Quando analisadas as fibras elasticas da derme, de acordo com Cotran, Kumar e
Robbins (2000), elas formam redes abundantes e espessas entre os feixes
colagenos e estdao condensadas ao redor dos foliculos pilosos e das glandulas
sebaceas e sudoriparas. Na camada papilar elas sdo muito mais delgadas e formam
uma rede continua e fina nas papilas abaixo do epitélio. As células da derme sao
mais abundantes na camada papilar do que na reticular e sdo semelhantes as da

camada subcutanea, a ndo ser pela exiguidade relativa de células adiposas.
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FIGURA 1 - Pele humana. Disponivel em www.afh.bio.br/tegumentar/tegqumentar.asp.

4.2 CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € um processo fisiolégico iniciado com uma resposta inflamatéria,
caracterizando um aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade capilar
e migracao de leucécitos (MODOLIN e BEVILACQUA, 1985).
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A literatura demonstra que, nos primeiros dias, os eventos de reparo estao
direcionados para prevengao de perda subsequente de sangue, ou seja, a
hemostasia e formacdo de trombo, que fornece matriz preliminar para processos
seguintes, nas quais as plaquetas aderem ao colageno no espago perivascular
(CANDIDO, 2001).

Logo que ocorre a lesao, inicia-se uma resposta vascular. Primeiramente, com uma
vasoconstrigdo (por acdo da noradrenalina e contragdo do endotélio), e minutos
depois, com uma vasodilatacdo. Consequentemente, células inflamatérias sao
atraidas para o local, tais como: neutrdfilos, leucocitos, plaquetas e eritrocitos, sendo
esses dois ultimos responsaveis pela diminuicdo do extravasamento de sangue no
local. Com a agédo da histamina alterando a permeabilidade vascular, ocorre a
formagdo do edema local. Este estagio estd dentro da inflamagdo aguda, que
perdura por cerca de 1 a 3 dias e caminha para a cura, com o tecido de granulagao

ou uma inflamagéo crénica (BAXTER, 1994).

Segundo Candido (2001), a reparagao tecidual ocorre em trés fases distintas

descritas a sequir:

4.2.1 Fase Inflamatdria ou Exsudativa

Sua duracdo é de aproximadamente 48 a 72 horas. Caracteriza-se pelo
aparecimento dos sinais prodrémicos da inflamacgao: dor, calor, rubor e edema.
Mediadores quimicos provocam vasodilatagdo, aumentam a permeabilidade dos
vasos e favorecem a quimiotaxia dos leucdcitos. Neutrofilos combatem os agentes

invasores, e macrofagos realizam a fagocitose (CANDIDO, 2001).
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4.2.2 Fase Proliferativa

Tem duragéo de 12 a 14 dias. Ocorre neoangiogénese, produgao de colageno pelos
fibroblastos e intensa migragao celular, principalmente queratindcitos, promovendo a

epitelizacao. A cicatriz possui aspecto avermelhado (CANDIDO, 2001).

4.2.3 Fase de Maturacdo e Remodelacao

A terceira etapa pode durar de meses a anos. Ocorre reorganizagdo do colageno,
que adquire maior forca ténsil e empalidece. A cicatriz assume a coloragao
semelhante a pele adjacente (CANDIDO, 2001).

O tecido de granulagdo ao se contrair, retrai as bordas da ferida de pele para o
centro da ferida, permitindo que a area a ser reepitelizada seja menor (OLIVEIRA,
1992).

Oliveira (1992) relata ainda que, quando ha granulagdo excessiva, ocorre um
retardamento na cicatrizagcdo. A prevencao pode ser obtida pelo fornecimento de
uma cicatrizacdo subcrostal, sendo que a formacdo da crosta em feridas nao
exsudativas favorece o processo de cicatrizagao, e isto pode ser conseguido através

de diversas substancias e recursos.

A cicatrizacdo depende de varios fatores, tais como: localidade, tipo de pele, raca,
técnica cirurgica utilizada. Pode variar se a ferida ocorre no feto, no recém-nascido
ou no individuo adulto (JULIA et al., 1992), estados de saude e nutricional do
paciente, alteragdes cardiocirculatérias e de coagulagéo, uso de farmacos sistémicos
e ressecamento do leito da ferida durante a cicatrizacdo (MANDELBAUN et al.,
2003).

Os principais fatores que podem favorecer a cicatrizagao sdo: programas de controle

de infecgdes; combate ao estresse, devido a sua interferéncia malévola no equilibrio
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hormonal orgéanico; uso de substancias farmacoldgicas que comprovadamente

apresentem favorecimento do processo cicatricial (MARTINS et al., 2006).

A resposta a cicatrizagdo nao existe de forma absoluta, pois, feridas diferentes, em
diferentes tipos de pacientes, requerem diferentes formas de tratamento. Como
refere Dealey (2001), “ndo se pode fazer esse tipo de comparacdo de forma
absoluta”, pois o tratamento de lesbes com o objetivo de favorecer sua cicatrizagéo
nao se restringe ao estabelecimento de rotinas para trocas de curativos ou ao

estabelecimento de protocolos sobre 0 uso de produtos.

Os fibroblastos sao as principais células envolvidas na cicatrizagdo e tém por
principal fungdo a manutengao da integridade do tecido conjuntivo, pela sintese dos
componentes da matriz extracelular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A migracdo e proliferagdo dos fibroblastos sdo desencadeadas por fatores de
crescimento e citocinas fibrogénicas, parcialmente derivadas dos macréfagos
inflamatérios (COTRAN; KUMAR e ROBBINS, 2000).

Os fibroblastos sdo estimulados a produzir e a depositar componentes da matriz
extracelular e, na pele, esses eventos sdo necessarios para permitir e promover a
reepitelizacdo (AMADEU et al., 2003). Eles estdo sujeitos a mudangas devido as
forcas mecéanicas as quais sao submetidos durante situacbes patoldgicas ou
fisiologicas e, assim, organizam as fibras colagenas e estdo diretamente
relacionados a formagao do tecido de granulagdo. Além de produzirem colageno, os
fibroblastos produzem elastina, fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases,
responsaveis pelo debridamento e remodelamento fisiolégico da célula
(HILDEBRAND et al., 2005).

Durante a formagdo do tecido de granulacdo, fibroblastos e células endoteliais
proliferam e se movem para o interior da ferida, produzindo matriz extracelular e
angiogénese (SINGER e CLARK, 1999). Muitos fibroblastos adquirem alguns
aspectos morfolégicos e bioquimicos de células musculares lisas, onde essas
modificacdes dardo origem aos miofibroblastos (DESMOULIERE e GABBIANI,
1996).
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Os miofibroblastos participam na sintese da matriz extracelular e na producao de
forga mecanica, com influéncia na reorganizagdo da matriz e na contragao da ferida
(TOMASEK et al.,, 2002) e, segundo Gabbiani (2003), sua atividade contratil é
responsavel pelo fechamento das feridas apds as lesdes, processo conhecido como

contracgao da ferida.

Os fibrocitos s&o fibroblastos inativos cuja atividade celular € a fibrose (BANKS,
1992). Eles sao considerados importantes no processo cicatricial por contribuirem no
mecanismo de formagdo do granuloma, na atividade antigénica, na producdo de
colageno e na matriz protéica, participagdo na remodelagem e na inflamag¢ao, como
fonte rica de citocinas (ABE et al., 2001; QUAN et al., 2004), na producéao de fatores
de crescimento, na producdo de fatores angiogénicos, na contribuicdo para a
formagao de novos vasos sanguineos e em algumas desordens fibréticas (METZ,
2002; QUAN et al., 2004).

Durante a cicatrizagao, os fibrocitos podem ser recrutados do tecido adjacente nao
lesado, revertendo-se para o estado de fibroblasto e reativando sua capacidade de
sintese (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Os fibrocitos podem ser encontrados em
varios tecidos, tanto em condigdes fisioldgicas quanto patolégicas (BUCALA et al.,
1994). Eles sao derivados de precursores da medula éssea e contribuem para a

presenca de miofibroblastos no tecido cicatricial (MORI et al., 2005).

4.3 LASER E LASERTERAPIA

O laser foi idealizado por Albert Einstein em 1917, que expds os principios fisicos da
emissdo estimulada (fendmeno laser) em seu artigo “Zur Quantum Theories der
Strahlung”, sendo o laser classificado como de “alta poténcia” (com potencial
destrutivo) e em “pbaixa poténcia” (sem potencial destrutivo) (VINCK et al., 2003). A
sigla LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) quer dizer:
“Amplificacdo da Luz por Emissao Estimulada de Radiagao” (VECOSO, 1993). Essa
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terapia foi utilizada primeiramente por Mester e colaboradores, que usaram o laser

de argbnio de 488 e 515nm.

Subsequentemente foi introduzido o hélio-neon (HeNe), laser que emite luz vermelha
com comprimento de onda de 632.8nm, substituido por um aparelho de pregco mais
reduzido, mais potente, o laser de diodo, com comprimento de onda de 660-950nm
(LUCAS et al., 2000). Os tratamentos experimentais em pacientes iniciaram-se na
década de 1970, apods relatos de resultados positivos da irradiagdo com a terapia a

laser de baixa intensidade (TLBI) em culturas de células e em experimentos animais.

A Low Level Light Therapy (LLLT) ou terapia de baixa intensidade de luz € uma
forma de fototerapia que envolve o uso de laser de baixa poténcia, monocromatico e
de coerente feixe de luz, com efeitos de fotobioestimulagdo e nao-termais, utilizado
para terapéutica na analgesia e como estimulante do biotrofismo (MESTER et
al.,1985).

De acordo com Miserendino (1995) e Zezell (2001), os lasers sdo compostos, na
maioria por: ressonador — tubo ou cavidade éptica com um arranjo de espelhos que
amplificam seus efeitos, sendo um espelho de reflexdo total e outro parcial; meio
ativo — determina o comprimento de onda da luz emitida; mecanismo de excitagéo
ou bombeamento — consiste em uma fonte de energia externa que excita os elétrons
do meio ativo. Pode ser uma descarga elétrica, o disparo de um flash e até uma

ativacao por outro laser.

Miserendino (1995) e Zezell (2001) determinaram que a luz emitida possui
propriedades Unicas que a diferenciam da Iluz comum, tais como:
monocromaticidade — cada onda de luz possui a mesma cor, ou seja, 0 mesmo
comprimento de onda; ha uma coeréncia, onde o feixe se propaga na mesma
direcdo no tempo, no espaco e frequéncia. A luz € unidirecional, ndo havendo

divergéncia de seus feixes.

A interagédo do laser, quando atinge os tecidos bioldgicos seria: absor¢éo — a luz é
absorvida pelos tecidos, como agua, hemoglobina, melanina; sofre reflexdo, onde

parte da luz é refletida e perdida; parte da luz se espalha pelo tecido, perdendo sua
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poténcia, e a luz atravessa toda a espessura do tecido (transmisséao)
(MISERENDINO, 1995; ZEZELL, 2001).

De acordo com a ANSI (American National Standards Institute) os lasers sao
classificados tendo em vista sua periculosidade. Essa classificagao € baseada na
poténcia de saida e comprimento de onda do laser, sendo quatro classes distintas:
Classe 1 — laser sem perigo, cuja poténcia ndo é percebida pelos olhos (leitor de
CD): Classe 2 — perigosos, se alguém olhar diretamente para eles (leitor de cddigo
de barras); Classe 3a — média poténcia e perigosos, se a luz for focalizada pelos

olhos através de lentes 6pticas (ponteiras laser) (DAMANTE et al., 2004).

Ainda de acordo com o mesmo Instituto, Damante et al. (2004) dizem que os lasers
da Classe 3b — média poténcia, sao perigosos se forem vistos diretamente e os da
classe 4 — alta poténcia, podem causar dano ocular ndo apenas por contato direto,
mas também quando refletidos. Sdo danosos a pele e inflamaveis. Para que se
obtenha a resposta bioldégica adequada é necessario atingir a dose o6tima de
radiagcdo, o comprimento de onda correto e aplicagdes suficientes para produzir o
efeito. O comprimento de onda, densidade de energia (dose), densidade de poténcia
(intensidade), tipo de regime de operagdo do laser e numero de sessdes devem ser
observados antes do tratamento (RIBEIRO, 2001).

A poténcia do laser é o valor dado pelo fabricante em watts (W). A densidade de
poténcia é a poténcia de saida de luz por unidade de area medida em watts por
centimetro quadrado (W/cm?). A densidade de energia (dose) é a grandeza que
avalia a possibilidade de estimulo ou inibicdo dos efeitos do laser; € a quantidade de
energia por unidade de area transferida ao tecido. Geralmente é expressa em joules
por centimetro quadrado (J/cm?) (RIBEIRO, 2001; DALLAN e OLIVEIRA, 2000). O
conhecimento desses parametros € essencial para indicagao e utilizacdo adequada
terapéutica desse método (NUSSBAUM et al., 1999).

Baseado no entendimento do mecanismo de origem de luz laser, Rocha-Junior et al.
(2007) observaram que, quando a luz utilizada é de baixa intensidade, ndo ha efeito
térmico, ou seja, a energia dos fétons absorvidos néo é transformada em calor, mas

em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos.
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No inicio de 1990, a laserterapia foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) como um importante método para o tratamento de cura de lesao (SUGRUE et
al., 1990; NUSSBAUM et al., 1999).

A laserterapia, a partir de sua introducdo no arsenal fisioterapico, proporcionou e
continua proporcionando, inumeros beneficios associados ou ndo a outros recursos
fisioterapéuticos (BAXTER, 1994).

Segundo Kitchen (2003), o laser de baixa poténcia apresenta bons resultados em
feridas de qualquer natureza. Possui os seguintes efeitos terapéuticos: é anti-
inflamatorio, analgésico, antiedematoso e cicatrizante. O efeito anti-inflamatério
justifica-se por dois fatores: a interferéncia na sintese de prostaglandinas, cuja
reducdo decresce as alteragdes proporcionadas pela inflamacgao, e o estimulo a
microcirculacdo, garantindo um aporte eficiente de elementos nutricionais e

defensivos para regido lesada, favorecendo sua regeneragéao.

O efeito analgésico é explicado pela diminuicdo da inflamacgéo, elevagao do limiar
doloroso nas terminagdes nervosas livres e interferéncia da mensagem elétrica, por
meio da manutengdo do potencial de membrana. O efeito antiedematoso pode ser
justificado pelo estimulo a microcirculagdo, favorecendo melhores condi¢cdes de
drenagem do plasma e a agao fibrinolitica, proporcionando a resolugao efetiva do

isolamento causado pela coagulagao do plasma (VIEIRA, 2006).

Os lasers mais utilizados nos ultimos anos, para cicatrizagao tecidual, sao os lasers
de hélio-nednio, arsénio-galio e arsénio-galio-aluminio (BOURGUIGNON FILHO et
al., 2005). O laser de hélio-nebnio tem sido utilizado com doses de 0,03; 0,3 e 0,9
J/icm?; 0,59 J/icm?; 4, 10 e 20 J/cm? (KANA et al., 1981). Segundo Garavello-Freitas
et al. em 2003, doses de 0,3 e 0,9 J/cm? sdo mais eficientes do que doses de 0,03
J/cm? No estudo de Kana et al. em 1981, doses de 4 J/cm? mostraram-se mais
eficazes do que doses de 10 e 20 J /cm2. O laser de arsénio-galio também tem sido
usado com diferentes doses: 0,36 J/cm? 1 J/cm?, 2 e 4 J/lcm? (GARCIA, 2000); 3
J/cm? (GARCIA; KINA e MILANEZI, 1995; GARCIA; OKAMOTO e KINA, 1996); e; 3,

4 e 5 Jicm? (PEREIRA et al.,, 2002). Melhores resultados foram observados com
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aplicacao deste laser com doses de 2 J/cm? (TATARUNAS; MATERA e DAGLI,
1998).

Os lasers de baixa intensidade, como os de rubi, hélio-nednio (HeNe) arsénio galio e
de arsénio-galio-aluminio, possuem um efeito fotobioldgico que promove aceleragao
dos eventos do processo de cicatrizagao tecidual. Atuam em nivel celular, através da
interacdo fotoquimica, podendo promover aumento do metabolismo celular e,
consequentemente, induzir diferentes efeitos, como analgésico, anti-inflamatorio e
reparador (THEODORO, 2002).

Diversos estudos tém sido realizados para compreender o processo de cicatrizagcao
de feridas, objetivando esclarecer os diferentes aspectos do tecido de granulagéo,
da epitelizagao e da neoformacédo tecidual, bem como os possiveis efeitos da TLBI
no processo de reparo tecidual (ROCHA-JUNIOR et al., 2006).

Com o intuito de definir parametros para utilizagdo do laser, Moore et al. (2005)
estudaram os efeitos do comprimento de onda na proliferacdo de culturas primarias
de células endoteliais de ratos e fibroblastos. Observaram um aumento na
proliferacdo de fibroblastos com todos os comprimentos de onda do espectro
vermelho, porém mais evidentes com 665 e 675nm. As células endoteliais
mostraram proliferacdo em todos os comprimentos de onda estudados, tendo seu
pico com 655 nm. O laser infravermelho foi inibitério para os fibroblastos e gerou a

menor taxa de proliferacédo celular para as células endoteliais.

Os comprimentos mais utilizados em terapia sdo os compreendidos entre as faixas
de 632.8nm a 904nm do espectro da luz. A profundidade de penetragao varia de
2mm para laser na faixa visivel de comprimento de onda a 5mm para o laser
infravermelho (NASCIMENTO et al.,, 2006). Como a penetragdo nos tecidos se
processa de forma exponencial, para se conseguir efeitos fisiolégicos significativos e
efeitos terapéuticos, a poténcia e dosagem correta sédo alvos de discussao constante
(SCHINDL et al., 2000).

Nascimento et al. (2006) elaboraram um estudo com a finalidade de avaliar se a

variacao na intensidade e comprimento de onda poderia interferir no processo de
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reparo em feridas cirurgicas, e avaliaram dois comprimentos de onda, um de 670nm
e outro de 685nm. O modelo experimental utilizou 30 ratos, sendo 18 animais
irradiados e divididos em dois subgrupos, com cada grupo subdividido em 3 grupos
diferenciando as densidades de poténcia utilizadas, que foram 2, 15 e 25mW. Doze
animais foram utilizados como controle. Apds o periodo experimental de 8 dias, os
animais foram sacrificados. Os resultados apresentaram um efeito positivo do laser
no processo de cicatrizagdo, com o melhor efeito com o uso do laser de 670nm com
25mw de densidade de poténcia. Resultados positivos foram encontrados com

ambos os comprimentos de onda quando comparados com o grupo controle.

Ja o efeito cicatrizante é o que mais se destaca. E caracterizado pelo incremento a
producdo de ATP e aumento da sintese proteica, tendo como consequéncia, o
incremento da regeneracgao tecidual em um processo de reparagdo. O estimulo a
microcirculagdo, aumentando o aporte de elementos nutricionais, associado ao
aumento da velocidade mitética, facilita a multiplicacédo das células, assim como a
neovascularizagao, o que também contribui para a cicatrizagcdo (ROCHA et al., 2003;
ROCHA-JUNIOR et al., 2006; VIEIRA, 2006; MILLIS et al., 2008).

Na cicatrizacdo dos tecidos, as evidéncias que relacionam o comprimento de onda
da radiagdo com os efeitos bioldgicos especificos sdo extensas, envolvendo
experimentos teciduais e celulares em laboratério. O laser visivel de 632.8nm de
comprimento parece ser o mais efetivo para a cicatrizacao de feridas, provavelmente
por promover uma maior diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos na area
irradiada, acelerando o processo cicatricial (NASCIMENTO et al.,, 2006), e o de
780nm é o favorito para regeneragao, enquanto os de 830nm e 904nm sao usados
para dores musculares (MESTER et al., 1985).

Diferentes efeitos biolégicos foram observados apds irradiagédo com LLLT, entre eles
a estimulacao da proliferacao celular, especialmente em fibroblastos e na sintese do
colageno (ABERGEL; LYONS; CASTEL, 1987), que se destaca como um dos
principais efeitos da LLLT (SILVA et al, 1998, TAVARES, MAZZER e
PASTORELLO, 2005), sendo caracterizado por trés principais fatores. Primeiro, ha
um incremento da producdo de ATP (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995),

levando a um aumento da atividade mitética e ao aumento na sintese de proteinas
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pela mitocdndria, resultando em maior regeneracao tecidual (SILVA et al., 1998;
HERRERO, 1988). Em segundo lugar, ha um estimulo a microcirculagdo, que
aumenta o fornecimento de elementos nutricionais associados ao aumento da
velocidade da mitose, facilitando a multiplicacdo celular (SILVA et al., 1998;
TAVARES; MAZZER e PASTORELLO, 2005). Finalmente, novos vasos séao
formados a partir de preexistentes (SILVA et al.,, 1998; TAVARES; MAZZER e
PATORELLO, 2005; BIBIKOVA; BELKIN e ORON, 1994).

Os mecanismos que envolvem o processo de bioestimulagdo ocorrem em nivel
molecular (KARU, 1998). A acdo da luz no processo cicatricial ocorre devido ao
incremento dos fatores humorais de defesa e aumento da reacdo leucocitaria. Além
disso, a luz atua sobre os fibroblastos, estimulando a producéo de fibras colagenas e
elasticas, de forma mais ordenada (CARVALHO et al., 2006). Acredita-se que
existam fotorreceptores celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda,
que, ao absorverem fétons, desencadeiam reacdes quimicas. Como resultado, ha
aumento do metabolismo celular, através do aumento da sintese de ATP pelas
mitocdndrias (MESTER et al.,, 1985), além de estimular a secregcao do fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e da replicacdo dessas células (ROCHA-JUNIOR
et al., 2006; RIBEIRO et al.,, 2004). Pesquisas recentes demonstraram que a
aplicagao do laser de baixa poténcia possui a capacidade de estimular a proliferagao
de fibroblastos, além de reduzir o edema local, favorecendo a neovascularizagao na
pele (RENDELL et al., 1997; GUPTA et al., 2001).

Supbe-se que a energia laser excita as porfirinas e os citocromos, que sao
cromoforos intracelulares, promovendo um aumento da atividade celular,
aumentando a concentracdo de adenosina trifosfato (ATP), fosfatase alcalina,
liberando calcio (LUBART et al., 1992). O laser de baixa intensidade pode promover
maior velocidade nos processos de cicatrizacdo e reparo, aceleragcdo da
neovascularizagao, maior formagao do tecido de granulagéo, aumento do numero de
fibroblastos, maior numero de fibras colagenas, liberacao de histamina pré-formada,
reducdo do pH intracelular e alteragcbes na proliferacdo e motilidade celular,
fagocitose e reposta imune (KITCHEN et al., 1991).
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Bourguignon-Filho et al. (2005) relataram que um dos primeiros trabalhos para
avaliar o efeito do laser na cicatrizacdo de feridas de tecido mole foi realizado por
Mester et al. em 1971. Este utilizou o laser de rubi com comprimento de onda de
694,3 nm e doses de 0,5, 1, 4, 5 e 10 J/cm? para irradiar feridas em dorso de ratos.
Observaram que 1 J/cm? proporcionou melhor cicatrizagdo em comparacdo com

outras dosagens.

Verificam-se estudos da aplicacdo laser no processo cicatricial em ulceras, Ulceras
varicosas, fraturas, tenddes, musculos, sendo que ha significancia estatistica em
alguns deles, ou seja, ha um aumento da cicatrizagdo tecidual promovendo a
reconstituicdo da area lesada por determinado tempo (STADLER et al.,, 2000;
REDDY et al., 1998; VARGAS et al., 1999; WALKER et al., 2000).

Amaral, Parizotto e Salvini (2001) afirmam em seu estudo que a regeneragao
musculoesquelética, a partir do uso do laser de baixa poténcia, se torna mais
eficiente quando este é usado em uma dosagem adequada. No trabalho proposto
foram utilizados 15 ratos, separados em 03 grupos diferentes, sendo que foram
usadas dosagens diferentes do laser HeNe (632,8nm), com 2.6 mW, para cada

grupo (2.6; 8.4 e 25 joules).

O laser HeNe foi utilizado por Kana et al., em 1981, conforme afirmam Bourguignon-
Filho et al. (2005), com uma poténcia de 25 mW e comprimento de onda de
632,8nm, utilizado em feridas no dorso de ratos. As doses utilizadas foram 4, 10 e 20
Jicm? diariamente, durante 17 dias. A melhor cicatrizacdo foi encontrada quando da
aplicacdo de 4 Jicm? e reducdo da velocidade de cicatrizagcdo com doses de 20

Jiem?.

Ribeiro et al. (2003) em estudos realizados na cicatrizagao de pele em queimaduras
de animais produzidas com N2, obteram bons resultados com a terapia laser de
baixa intensidade (HeNe — 632,8nm) com dose de 1,0 J/cm? comparados com os
nao irradiados. Os autores salientaram que a diregdo da luz polarizada
perpendicularmente a ferida, bem como a dosimetria sdo de fundamental

importancia na eficiéncia da terapia laser.
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Segundo Mester et al. (1985) alguns estudos tém demonstrado a aceleracdo do
processo de cicatrizagao pelo tratamento com laser HeNe 632.8nm, porém o
mecanismo de agao do laser ainda nao esta esclarecido. O comprimento de onda do
laser HeNe de 632,8 nm é muito utilizado na reparagdo tecidual. Em baixa
intensidade, este laser ndo é cirurgico, tampouco apresenta potencial destrutivo;
apresenta caracteristicas fotoestimulantes seletivas, atingindo somente as estruturas

superficiais, sendo melhor absorvido pelos tecidos vermelhos.

O efeito do laser de 650nm foi estudado por Lomeli et al. (2003), que utilizaram
fibroblastos humanos cultivados. No estudo foi instituida uma irradiacéo continua de
650 nm com doses de 0,5, 1, 3, 5 e 7 J/cm?, densidade de poténcia de 30 mW/cm?.
A proliferacédo de fibroblastos foi mensurada através do método de incorporagéo de
timina. Os resultados foram obtidos entre 24, 48, 72 e 96 horas apds o inicio e

mostraram diferencgas de proliferagcdo entre os grupos.

O efeito do laser diodo 830nm também foi testado por Rezende (2001) no processo
de cicatrizacdo de tecido cutaneo em ratos. O autor separou 64 animais divididos
aleatoriamente em 4 grupos de 16 animais. A comparacédo biométrica e histologica
foi feita nos periodos de 3, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia e a aplicagao do laser. O autor
utilizou o grupo G1 como controle e os grupos G2 e G4, com doses de 3 J/cm?, e
grupo G3 com 1,3 J/cm2 Para o grupo G2 utilizou-se uma intensidade de
428mW/cm? e nos grupos G3 e G4, de 53mW/cm?2. Através da analise histologica e
biométrica, observou-se contracdo da lesdo, neoformacido epitelial e tecido
conjuntivo com mais fibras colagenas na combinacdo de valores de intensidade de
53mW/cm? e dose de 1,3 J/cm?2.

Ferreira (2006) comparou os efeitos do laser de baixa poténcia 660nm com a
densidade de energia de 3 J/cm? entre ratos jovens e idosos durante 7 dias, e
observou que houve melhora consideravel das condi¢cbes da cicatriz, bem como da
reepitelizagao da pele, mas ainda considerou que sao necessarios mais estudos que

comprovem a eficacia do laser frente as feridas cutédneas induzidas cirurgicamente.

As ondas de 660, 820 e 870nm estimulam os macréfagos a produzir fatores que

levam a liberagcdo de fibroblastos acima dos niveis de controle, enquanto a de
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880nm causa inibicdo. Pelo importante papel dos fibroblastos no processo cicatricial,
pesquisas tém sido realizadas para avaliar os efeitos do laser de baixa intensidade
sobre estas células, principalmente sobre processos de crescimento celular,
locomogédo e produgdo de colageno, que envolvem a cicatrizagdo de feridas
(NASCIMENTO et al., 2006).

Ao avaliar o crescimento celular e a sintese de colageno em cultura de fibroblastos,
Pereira et al. (2002) concluiram que a densidade de energia de 3 ou 4J/cm?
produzem melhores resultados que 5J/cm?. Bjordal et al. (2003) citam que doses
acima de 4J por ponto podem inibir a atividade dos fibroblastos. Estes estudos
mostram que doses energéticas muito altas parecem nao proporcionar os melhores
efeitos de reparo tissular (FUKUDA, 2008).

Ainda sobre os efeitos da dose com fins terapéuticos especificos, Matera et al.
(1994) relatam que a densidade de energia recomendada em laserterapia para
promover aumento no numero de fibroblastos, fibras colagenas, incremento vascular
e reepitelizagcdo deve se situar entre 1 e 5J/cm? Neste trabalho, os autores
concluiram que 2J/cm? apresentou melhores resultados que 4J/cm? (FUKUDA,
2008).

Da mesma forma, Pugliese et al. (2003) observaram a influéncia do laser AsGaAl na
biomodulacdo de fibras elasticas e colageno em feridas cutaneas de ratos,
concluindo que 4J/cm? foi superior a 8J/cm? (FUKUDA, 2008).

Contrariando os achados que apontavam para uma provavel janela terapéutica do
laser com densidade de energia abaixo de 5J/cm?, Hopkins et al. (2004) avaliaram
alteracbes em feridas experimentais de humanos com laser de 820nm utilizando
8J/cm?. Os resultados recentes de um estudo demonstraram que a laserterapia € um
meétodo eficaz de modulacdo da reparacao tecidual, portanto, contribuindo para um

processo de cura mais rapido e organizado (ROCHA-JUNIOR, 2006).

Estudos realizados por Nussbaum et al. (1994) e lusim et al. (1992) foram

insuficientes para confirmar os efeitos benéficos da TLBI, porém, segundo Bihari e
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Mester (1989), efeitos positivos surgiram, mas falharam devido ao grande numero de

intervencgdes e a insatisfatoria qualidade da metodologia.

Posten et al. (2005) demonstraram diversos aspectos da utilizagdo clinica e
experimental do laser de baixa intensidade. Entretanto, os beneficios da terapia com
laser na cicatrizagao de feridas ainda sdo controversos, ja que metodologicamente,
sao utilizados diferentes tipos de laser, com diferentes comprimentos de onda,
poténcia do laser e dosagens, o que pode explicar achados contraditérios. Por outro
lado, o tratamento com laser tem sido recomendado para feridas indolores e ulceras
troficas, para promover uma cicatrizacdo mais rapida, sendo que a radiagao visivel
de baixa intensidade tem efeito na aceleragéo ou estimulagdo da proliferagao celular
(LOWE; WALKER; O'BYRNE, 1998).

Para alguns autores, a terapia Laser so teria efeitos em tecidos que apresentassem
algum déficit, como é o caso dos tecidos lesados (KARU, 1987; SCHINDL et al.,
2002 e GAVISH et al., 2004). Baseados nesta afirmagéo, ulceras ou gangrenas
foram irradiadas (SCHINDL et al., 2002), enquanto foram realizadas pesquisas em
cultura celular sob déficit nutricional (GAVISH et al., 2004). Enquanto isso,
utilizaram-se culturas de fibroblastos humanos de tecidos integros e de tecidos
feridos foram utilizados (HAWKINS e ABRAHAMSE, 2005). Os autores verificaram
qgue nas células dos tecidos integros ocorreu uma menor proliferagao celular, quando
comparada com as do tecido lesado. Tal constatacdo deve-se ao fato de que células
em déficit ou lesadas precisam de uma maior energia para realizar as suas fungdes,
e principalmente estariam em uma maior atividade para reparar os tecidos lesados,
ao contrario das células de tecidos integros, que estariam sob condigbes normais
(POZZA et al., 2009).

4.4 DEFINICAO DE PROPOLIS

A palavra propolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou

comunidade, isto €, em defesa da comunidade (PEREIRA et al., 2002).
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E uma substancia resinosa natural, coletada pelas abelhas para assepsia e protecao
da colméia contra insetos e microrganismos, sendo responsavel pela
impermeabilizagéo, isolamento térmico, que no interior da colméia € em média 30°C,

vedacéo e tratamento antisséptico (GERALDINI et al., 2000).

Para producgao de propolis, abelhas da espécie Apis mellifera (PARK et al., 1998)
usam materiais resultantes de uma variedade de processos botanicos em diferentes
partes das plantas. Sao substancias ativamente secretadas por plantas bem como
exsudatos de feridas nas plantas: materiais lipofilicos nas folhas e germes, latex,
resinas (BANKOVA, 2005b; CAPASSO e CASTALDO, 2002).

Durante a coleta da propolis, as abelhas misturam a cera e a propolis coletada
juntamente com a enzima 13-glicosidase presente na sua saliva, acarretando a
hidrolise dos flavonoides glicosilados em flavonoides agliconas (BONHEVI et al.,
1994; GREENWAY et al., 1990).

A cor da propolis depende da sua origem. Ela varia de marrom-escuro a marrom-
avermelhado, com um tom esverdeado. Tem um odor tipico, que pode variar de
amostra para amostra, algumas sendo inodoras. Geralmente, o etanol € o melhor
solvente para preparagédo de prépolis. Outros solventes, como o éter etilico, agua,
metanol e cloroférmio, também podem ser usados para a extragao e identificacdo de
compostos préopolis. Além disso, a glicerina, propilenoglicol e outras solugdes tém
sido utilizadas durante a preparagao de propolis para a industria farmacéutica e de
cosmeéticos. E sabido que as abelhas sdo seletivas quanto a resina retirada de uma
fonte especifica vegetal, porém os fatores relacionados a essa selegdo nédo séo
compreendidos (RAMOS e MIRANDA, 2007).

4.5 CONSTITUICAO QUIMICA DA PROPOLIS

A constituicdo quimica da propolis depende da espécie da abelha, da regido
geografica de origem e dos métodos de extragéo, além do controle de qualidade de
cada fabricante (SANTOS, 1999).
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Deblock-Bostyn (1982) e Debuyser (1983) identificaram e observaram em diversas
amostras da prépolis as seguintes substancias: Vitaminas B1, B2, B6, C, E;
elementos minerais tais como: prata, césio, mercurio, lantanio, antiménio, cobre,

manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio.

Hoje sao conhecidas na propolis, diversas substancias de estruturas quimicas
distintas pertencentes as seguintes classes: alcoois, aldeidos, acidos alifaticos,
ésteres alifaticos, aminoacidos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos, flavonoides
(como a galangina, quercetina, pinocembrina e kaempferol), cetonas, terpendides e
fenilpropandides (como os acidos cafeico e clorogénico), esterdides,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e varios outros compostos em
pequenas quantidades (HU et al., 2005; HAYACIBARA et al., 2005; OZKUL et al.,
2004; MATSUDA et al., 2002; ROCHA et al., 2003; MARCUCCI, 1995; SWERTS,
2007).

De todos esses grupos de compostos, certamente o que vem chamando mais
atengao dos pesquisadores € o dos flavonoides (LIMA, 2006). A eles, bem como aos
acidos fendlicos, sao atribuidas as propriedades antibacteriana, antiviral e
antioxidante (VOLPI e BERGONZINI, 2006).

Pelo menos 200 compostos foram identificados em diferentes amostras de prépolis,
com mais de 100 em cada uma (MARCUCCI et al., 2001).

As amostras tropicais de propolis, especialmente as brasileiras, tém mostrado
diferencas significantes nas suas composi¢cdes quimicas em relagado a propolis da
zona temperada. Por essa razdo, a propolis brasileira tém se tornado objeto de
grande interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et al., 2006). A prépolis verde
brasileira, produzida em Sao Paulo e Minas Gerais é constituida principalmente de
derivados prenilados do acido p-cumarico e possui grande quantidade de
flavonoides, muitos dos quais ndo estao presentes em prépolis da Europa, América
do Norte e Asia (SIMOES et al., 2004).

Recentemente a proépolis brasileira foi classificada em 12 tipos, segundo o perfil

quimico obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absor¢gdo na regidao UV-
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visivel, CCDAE e CLAE, além da avaliagdo das atividades antimicrobiana e
antioxidante (PARK et al., 2000). Os autores verificaram diferengas qualitativas e
quantitativas na composi¢cdo quimica e atividades biologicas desses tipos de
prépolis. Os tipos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram os tipos
3 (regiao sul), 6 (regido nordeste) e 12 (regido sudeste) (KOO et al., 2000; PARK et
al., 2000). Existe também outra classificagdo essencialmente quantitativa, onde é
calculada a concentracdo de determinados marcadores quimicos e a propolis é
classificada em 3 tipos principais (MARCUCCI, 2000). A composigao quimica
variavel da prépolis é dependente da biodiversidade de cada regido visitada pelas
abelhas (PARK et al., 2000; KUJUMGIEV et al., 1999; MARCUCCI, 2000), e entre os
compostos ativos da prépolis os fendlicos, como os flavonoides, tém sido
considerados como substancias biologicamente ativas (BANKOVA et al.,, 1995)
embora outros compostos também estejam envolvidos, como os derivados do acido
cindmico e seus ésteres ( BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI, 1995; IKENO et al.,
1991) e os diterpenos (BANKOVA et al., 1996; BANSKOTA et al., 1998).

As técnicas mais frequentemente utilizadas para a analise e determinacdo dos
constituintes quimicos da prépolis sdo a cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (CG-MS) e a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) (BANKOVA, 2005b; SOUSA et al., 2007).

4.6 PROPRIEDADES DA PROPOLIS

4.6.1 Bioldgicas

A prépolis tem sido objeto de estudos farmacolégicos devido as suas propriedades
antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante,
antitumoral, imunomodulatéria (BANKOVA, 2005a; KOSALEC et al.,, 2005;
ALENCAR et al., 2005; SIMOES et al., 2008).
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4.6.2 Antimicrobiana

As atividades antibacteriana e antifungica da propolis tém sido as propriedades
bioldégicas mais estudadas (SWERTS et al., 2002). Sdo atribuidas principalmente a
flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil do acido cafeico, um
mecanismo de acdo baseado provavelmente na inibicio da RNA-polimerase
bacteriana (UZEL et al., 2005). Outros componentes como os flavonoides, o acido
cafeico, acido benzéico, acido cinamico, provavelmente agem na membrana ou
parede celular do microrganismo, causando danos funcionais e estruturais
(SCAZZOCCHIO et al., 2005).

A prépolis possui atividade antibacteriana maior contra bactérias Gram-positivas e
limitada contra Gram-negativas, pois um estudo realizado com extratos de prépolis
comercializados no Brasil mostrou atividade antimicrobiana pronunciada contra
bactérias Gram-positivas e atividade menos evidente contra Gram-negativos
(REZENDE et al., 2006; PACKER e LUZ, 2007). Até o momento, nado se tem dados
que responda o porqué desta menor atividade dos extratos de propolis contra
bactérias Gram-negativas. Estas bactérias possuem uma parede celular
quimicamente mais complexa e um teor lipidico maior, 0 que pode explicar essa
maior resisténcia (VARGAS et al., 2004).

Prépolis também tem demonstrado excelentes atividades fungistatica e fungicida, em
testes in vitro contra leveduras identificadas como causadoras de onicomicoses
(OLIVEIRA et al., 2006; LONGHINI et al., 2007).

Diversos trabalhos tém relatado ao longo de varios anos de pesquisa a atividade
sinérgica da propolis associada a diversos antibidticos, inclusive contra cepas
resistentes a benzilpenicilina, tetraciclina e eritromicina (SHUB et al., 1981). Estes e
outros autores concluem que a propolis possui agao sinérgica relevante, podendo se
constituir como alternativa terapéutica para a resisténcia microbiana, porém
dependente de sua composicdo (STEPANOVIC et al., 2003; FERNANDES JUNIOR
et al., 2005; ONLEN et al., 2007).
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4.6.3 Anti-inflamatoéria

A atividade anti-inflamatdria observada na prépolis parece ser devida a presenca de
flavonoides, especialmente galangina. Este flavondide apresenta atividade inibitéria
contra a ciclo-oxigenase (COX) e lipo-oxigenase. Tem sido relatado também que o
acido fenil éster cafeico (CAPE), possui atividade anti-inflamatéria por inibir a
liberagdo de acido aracddnico da membrana celular, suprimindo as atividades das
enzimas COX-1 e COX-2 (BORRELLI et al., 2002).

A prépolis tem demonstrado agdo anti-inflamatoria também por inibir a sintese das
prostaglandinas, ativar a glandula timo, auxiliando o sistema imune pela promogao

da atividade fagocitica e estimulando a imunidade celular (KOSALEC et al., 2005).

Estudos em ratos e coelhos tém mostrado que as solugdes hidroalcodlicas de
prépolis possuem atividade anti-inflamatéria apés a administragdo topica, injetavel
ou mesmo oral (MARCUCCI, 1995). Os efeitos anti-inflamatérios da propolis
dependem essencialmente do modo de administragdo e a dosagem (MIRZOEVA e
CALDER, 1996).

Algumas substancias anti-inflamatoérias encontradas na propolis tém sido isoladas.
De acordo com Mirzoeva e Calder (1996), estas substancias sdo o acido cafeico,
quercetina, naringenina e éster fenetil do acido cafeico (CAPE). Estes compostos
contribuem para a supressao da sintese de prostaglandinas e leucotrienos pelos
macrofagos e tém efeitos inibitérios sobre a atividade da mieloperoxidase, NADPH-
oxidase descarboxilase, ornitina e tirosina-proteina-quinase (MIYATAKA et al.,
1997). Krol et al. (1996) atribuiram a prépolis atividade anti-inflamatodria para outros

compostos, incluindo o acido salicilico, apigenina, acido ferulico e galangina.

A inibicdo da produgao de NO por macréfagos também pode ser responsavel pela
atividade anti-inflamatoria da propolis (NAGAOKA et al., 2003).
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4.6.4 Antioxidante

A atividade antioxidante merece especial interesse, pois a propolis poderia ser
aplicada topicamente com sucesso para prevenir e tratar a pele danificada
(MARQUELE et al., 2006).

Flavonoides sdo relatados como os mais abundantes e efetivos antioxidantes na
propolis. Existe uma correlagdo entre o alto conteudo de flavonoides totais e a

atividade antirradicais livres em extratos de propolis da Argentina (AHN et al., 2007).

Da Silva et al. (2006) sugerem que os flavonoides desempenham importante papel
na atividade antioxidante de extratos de propolis brasileira, mas outros fatores
poderiam estar envolvidos (CHOI et al.,, 2006). Embora estudos com extratos
etandlicos de propolis sejam mais comuns, é relatado que o extrato aquoso possui
uma boa atividade antioxidante, associada ao alto teor de compostos fendlicos
(MANI et al., 2006; VICENTINO e MENEZES, 2007).

Sabe-se que os macrofagos estdo envolvidos em processos diversos na fisiologia do
corpo, tais como fagocitose, liberagcdo de enzimas, produgdo de radicais livres e
inflamacéo. Scheller et al. (1989) sugeriram que a atividade imunoestimulante da
propolis pode ser associada com a ativacdo dos macréfagos e melhoria da
capacidade fagocitica de macrofagos. Os resultados do estudo de Orsi et al. (2000)
corroboraram as conclusdes da Scheller, o que indica que os macrofagos produzem

grandes quantidades de H202.

De acordo com Marcucci (1995), a remogao de radicais livres pelos flavonoides de

prépolis permitiria a regeneragao de um érgéo ou tecido doente.
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4.6.5 Antiviral

Nao existem muitos relatos sobre a atividade antiviral da prépolis. Marcucci (1995)
cita uma acgado virucida da prépolis nos virus do herpes simplex (HSV) e da
estomatite vesicular (VSV). Em estudo realizado na Ucréania, foi comparada a
eficacia de pomada de propolis canadense com pomadas de aciclovir e placebo
(veiculo) no tratamento de pacientes com herpes genital tipo 2 recorrente. A
preparacdao de propolis contendo flavonoides apresentou-se mais efetiva que as
outras duas na cicatrizacado das lesdes e redugao dos sintomas locais (VYNOGRAD
et al., 2000).

4.6.6 Cicatrizante

A propriedade cicatrizante da propolis esta relacionada com flavonoides e acidos
fendlicos (ARVOUET-GRAND et al., 1994). Em estudo comparado da propriedade
cicatrizante de um creme de propolis com um de sulfadiazina de prata, foi
demonstrado que os ferimentos tratados com prépolis apresentaram menos
inflamagao e mais rapida cicatrizagdo do que aqueles tratados com sulfadizina de
prata (GREGORY et al., 2002).

Sutta et al. (1974) utilizaram solugao alcodlica de prépolis no tratamento de feridas
em animais domésticos, tanto em casos clinicos como experimentais. Esses
pesquisadores observaram seu bom efeito epitelizante, considerando-a adequada

para o tratamento de feridas apos a eliminagao da infecgéo.

Damyanliev et al. (1982) aplicaram solugédo tdpica de prépolis (20 e 30%) em
pacientes com feridas supuradas. Foi observado que a cicatrizagao ocorria dentro de
um periodo de tempo menor do que as tratadas com pomada de Vishnevsky e 20%
de clorato de sddio. A solucdo exerceu efeito antimicrobiano “in vivo” sobre

Bacterium coli, Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.
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Histologicamente, os tratamentos com mel e propolis induziram melhor cicatrizagao
pela reducdo da resposta inflamatdria, havendo reepitelizagdo mais rapida com a
propolis (RAHAL et al., 2003).

Magro Filho et al. (1990) realizaram estudos com 45 ratos para examinar o efeito da
prépolis em feridas cirurgicas poés-extracdes dentarias e feridas de pele. Foram
utilizadas para este experimento solugcéo hidroalcéolica a 10% de propolis e solugéo
hidroalcdolica pura; aplicados nos alvéolos imediatamente apds as extracdes e
sobre as feridas. Foi concluido que a aplicagcado da solucao hidroalcoolica, acelerou a
epitelizacdo de feridas de pele, mas nao acelerou a cicatrizagdo apds extragdes

dentarias.

De acordo com Silva et al. (2000) a prépolis tem efeito antisséptico, cicatrizante e
anestésico, e devido a estas particularidades vem sendo utilizada amplamente pela
populacdo para o tratamento de aftas bucais. Assim, os autores analisaram
histologicamente a agao da solugédo de extrato alcodlico de propolis em feridas da
mucosa bucal de ratos, apds a indugdo de lesdo, expondo o tecido conjuntivo
subjacente. Trés grupos diferentes foram utilizados no experimento, sendo que o 1°
grupo utilizou alcool 96° GL, o 2° grupo, uma solugao alcodlica de prépolis a 10% e o
3° grupo, solugéo alcoolica de prépolis a 30%. Foi constatado que o uso da prépolis
nao provoca reacgao inflamatéria. Na concentragdo de 30%, retardou o reparo
tecidual, promovendo alteragdo na velocidade de cicatrizagdo da ferida. Ja com
alcool a 96° GL, houve desidratagao e ressecamento das células da mucosa bucal,

impedindo a cicatrizagdo por segunda intengéao.

Miyataka et al. (1997) compararam a cicatrizacao de lesdes subcutaneas induzidas
em ratos a partir do uso de solugédo alcoodlica de préopolis a 10% e de solugao
alcodlica a 30%, tendo constatado que ambas estimularam a reparagao tecidual,
ocorrendo uma acentuada neoformacgao vascular, seguida de rapida regeneragao do
tecido, embora o resultado das lesdes tratadas com solugao a 30% fosse mais lento.
Verificaram que os extratos etandlicos de prépolis entre 60 a 80% inibiram
satisfatoriamente o crescimento microbiano, e os extratos etandlicos a 70 e 80%
apresentaram grande atividade antioxidante e, ainda, o extrato etandlico a 80% foi o

que melhor resultado apresentou sobre a inibicdo da atividade da enzima
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hialuronidase. Alguns autores descreveram que a atividade da hialuronidase esta
relacionada com o processo inflamatério nos tecidos animais. Dessa forma, a
inibicdo dessa enzima caracteriza uma atividade anti-inflamatéria dos extratos de
préopolis (PARK et al., 1998).

Atualmente, questiona-se a agdo da propolis na regeneragdo e na granulagdo dos
tecidos (BARBOSA et al., 2009). Nesta perspectiva, a propolis € sugerida como
produto que favorece a cicatrizagcdo, além de sua propriedade antibidtica natural
desprovida de efeitos colaterais, o0 que ndo acontece com os antibidticos sintéticos,
apresentando também baixo custo em relagdo as coberturas utilizadas atualmente,
tornando-se acessivel a populagdo (BERNARDO et al., 1990; PERUCHI et al., 2001;
AZEVEDO et al., 1986; SFORCIN et al., 2001).

Segundo Barbosa et al. (2009), os estudos sobre o uso terapéutico da prépolis em
feridas ainda s&o escassos, embora se perceba intensificacdo da realizacdo destes
a partir de 2002. Em relacdo a atuacao terapéutica da propolis na cicatrizagao das
lesdes, os estudos mostraram resultados positivos, com ag¢ado antimicrobiana, anti-
inflamatodria, analgésica e de neoangiogénese, embora a consisténcia metodoldgica

destes estudos nao tenha sido alvo de analise da pesquisa.

O uso terapéutico da prépolis no tratamento de lesbes cutaneas tem resultados
promissores, devido a sua eficacia. Entretanto, acredita-se que uma padronizagao
sobre locais de coleta e as formas e solventes utilizados em sua extragao possam
contribuir positivamente para assegurar melhores resultados (BARBOSA et al.,
2009) .

Segundo Sehn et al. (2009) a pomada de propolis influenciou no processo de cura
estimulando a proliferacdo de queratinécitos em relacdo ao grupo controle. Foi

demonstrado que a propagacgao da prépolis foi dependente da fase de cicatrizagao.
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4.6.7 Imunomodulatéria

Sy et al. (2006) demonstraram que o tratamento com extrato de propolis atenua as
inflamacdes das vias aéreas em ratos, provavelmente por sua habilidade em
modular a producao de citocina. Sendo assim, seria um novo agente no tratamento
da asma. Orsolic et al. (2004) demonstraram que derivados hidrossoluveis de
prépolis, acido cafeico, éster feniletil do acido cafeico e quercetina poderiam ser

extremamente uteis no controle do crescimento tumoral em modelos experimentais.

Nos ultimos anos muitos estudos tém demonstrado a atividade da prépolis no
sistema imunolégico (ativando macrofagos, aumentando a atividade litica contra
células tumorais, estimulando anticorpos), como apresentado numa extensa revisao
realizada por Sforcin (2000), todavia, citando que os mecanismos envolvidos na

quimioprevengao ainda ndo sao completamente conhecidos.

4.6.8 Outras Propriedades

Ha relatos de que a propolis baixa a pressao arterial e os niveis de colesterol no
sangue (CAPASSO e CASTALDO, 2002). Em muitos paises, a prépolis e o mel séo

usados para o tratamento de infecgdes das vias aéreas (TAVARES et al., 2006).

Como antiprotozoario, a propolis mostrou-se ativa contra Toxoplasma gondii,
Trichomonas spp. e Giardia lamblia (DANTAS et al., 2006). Testes in vitro com
extratos de propolis foram realizados contra Trypanosoma cruzi e mostraram
atividade contra as formas epimastigotas desse parasita, sendo uma possivel
alternativa para o tratamento da Doenga de Chagas (PRYTZYK et al., 2003). Giorgio
et al. (2006) estudaram a atividade da propolis brasileira no tratamento da
leishmaniose, observando ser eficaz em culturas de macréfagos infectados.
Baseados nesse e em outros estudos requisitaram patente para um método de

tratamento para leishmania com propolis brasileira. Outros estudos, realizados com
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propolis vermelha, oriunda do nordeste do Brasil, mostraram-na ativa contra

leishmania sem ser toxica para os macrofagos (AYRES et al., 2007).

Prépolis também tem sido bastante utilizada em odontologia, estando presente em
enxaguatorios bucais e cremes dentais para prevenir caries, tratar gengivites,
estomatites (PIETTA et al., 2002; SWERTS e GROISMAN, 2008), em curativos pré e
pds-cirargicos, aftas, candida, herpes labial e higiene oral (GREGIO et al., 2005).

A propolis pode ser usada no tratamento de doengcas humanas e veterinarias com
grande sucesso (TOTH, 1985). Verificou-se ainda, a sua capacidade antisséptica e
cicatrizante em varios hospitais, sendo que os resultados foram extremamente
positivos (GREGIO et al., 2005). Na medicina tem sido usada em diversas areas
como: dermatologia, otorrinolaringologia, ginecologia, gastroenterologia e outras.
Tem sido encontradas em varias preparagdes farmacéuticas e cosméticas tais como:
pastilhas, pastas de dente, comprimidos, p6s gomas de mascar, logdes, cremes
faciais, tinturas, pomadas, solu¢des (HAY e GREIG, 1990), solugbes para bochecho,
spray bucal e para garganta (GLIENKE e HEHL, 1995), capsulas, unguento
(GOETZ, 1990), desodorantes e xampus (CORTANI, 1991).

Os produtos que contém prépolis e que apresentam indicagdes terapéuticas podem
ser registrados como medicamentos especificos, segundo a Resolu¢gao-RDC n°® 132,
de 29 de maio de 2003, D.O.U. de 02/10/2003, sendo classificados como
opoterapicos (BRASIL, 2003). A comprovacéo de segurancga e eficacia segue a nota

técnica da Camara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos (CATEF, 2005).

O maior problema com a propolis € que sua composigao varia com a flora da regiao,
sendo influenciada pela forma como é coletada e pelos métodos de extragdo. Ha
problemas com o controle de qualidade, podendo estar contaminada por fungos e
sujeira. Apesar de ser possivel uma padronizagdo, ainda nao foram realizados testes
quimicos precisos para este fim. Muitas das afirmagdes feitas sobre a acéo
farmacologica da propolis ndo foram confirmadas ainda, assim como estudos para
elucidar a sua composigao quimica, apesar de estar ocorrendo um aumento em seu

uso comercial, de forma empirica (MANARA et al., 1999).
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A simples comparacao cromatografica entre propolis e sua suposta fonte botanica
poderia ser incorporada em rotinas de controle de qualidade deste produto,
adicionalmente aos recomendados pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001),
pois uma indicagcéo de sua provavel fonte poderia trazer consigo informacdes sobre
0s seus aspectos quimicos e as suas provaveis atividades bioldgicas (FUNARI e
FERRO, 2006).

Santos (1999) revisou a literatura e relatou que a aplicagdo da prépolis tem sido
designada para diversas finalidades na medicina alternativa e homeopatia, porém,
seu uso deve ser orientado com prudéncia, pois sua resina atua como um antibiético
e como tal deve-se ter condutas na sua indicagdo e administragdo a fim de se evitar

resisténcia microbiana.

De acordo com Ramos e Miranda (2007), a propolis ndo € um medicamento para
todas as doencgas. O desafio no momento é determinar quais tipos de propolis sao
indicadas para uso médico e qual a dosagem adequada, ja que a propolis tem
efeitos sobre os seres humanos e animais, uma vez que a qualidade do produto
varia muito. Varios pesquisadores tém proposto ensaios bioldgicos, bem como
analises quantitativas de compostos quimicos a partir de amostras diferentes de

prépolis.

Segundo Pereira et al. (2002), o interesse global de pesquisas em prépolis tem duas
justificativas: a primeira, devido a suas caracteristicas de panacéia (Tabela 1). De
certa maneira essas caracteristicas também atrapalham sua aceitacdo, ja que os
meédicos e outros profissionais tendem a desconfiar de sua eficacia devido a |he
serem atribuidas dezenas de atividades biolégicas simultaneamente. A segunda é
devido a seu alto valor agregado, pelo qual um frasco do extrato alcodlico é vendido
no Brasil por cerca de 5 a 10 reais, mas chegando a custar 150 délares em Toéquio
(CIZMARIK et al., 1998). Este alto valor agregado em Tdquio pode justificar em parte
o interesse dos japoneses na propolis, principalmente a brasileira. Embora produza
de 10 a 15% da producdo mundial, o Brasil atende a cerca de 80% da demanda
japonesa (PEREIRA, 2002).
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Segundo Teraki e Shiohara (2001), a prépolis contém potentes componentes
sensibilizantes, podendo levar a dermatite de contato ou formagao de granuloma em
seres humanos. Problemas de controle de qualidade foram confirmados em paises
onde a propolis € comercializada. Respostas de hipersensibilidade induzidas por
prépolis, especialmente os derivados do acido cinamico, tém sido relatadas (RAMOS
e MIRANDA, 2007).

O consumo de propolis no mundo é estimado em cerca de 700-800 toneladas / ano
(DA SILVA et al.,, 2006). Faltam estatisticas oficiais sobre o volume de prépolis
produzido anualmente no Brasil, 0 que é exportado e o que é consumido pelo
mercado interno. O consenso é que o Brasil € o segundo maior produtor mundial,
logo atras da China (LIMA, 2006).

Dados da Federagcao de Apicultores de Minas Gerais revelam que a proépolis
produzida no Estado & considerada a melhor do mundo no mercado japonés, onde o
quilograma do produto saltou de US$ 5 para US$ 200 nos ultimos anos (PEREIRA et
al., 2002). Dois pontos se destacam na preferéncia japonesa pela propolis brasileira
além das propriedades farmacoloégicas: o primeiro, em relacdo as suas
caracteristicas organolépticas, e, em segundo, devido ao menor teor de metais
pesados e demais poluentes ambientais (MIZUMO; IINUMA e KATO, 1987).



Relagao de algumas propriedades “bioldgicas” da propolis em ordem cronologica

Tabela 1
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Data Pais Propriedade farmacolégica estudada na propolis
1957 URSS Uso como anestésico
1967 Uso no tratamento dermatoldgico, com agao
Roménia
antifungica
1968 Uso no tratamento de Ulceras (em ratos)
URSS
1981
1968 Polbnia Estudo das propriedades bactericidas (género
Candida)
1976 Alemanha Antifungicas (ex.: Scopulariopsis brevicaulis)
1976 . Antiprotozoarios (ex: Trichomonas vaginalis e
Polbnia -
1977 Toxoplasma gondii)
1981 URSS Antibidticos (Staphylococus aureus)
1983 lugoslavia Atividade citotoxica in vitro de EEP (de células
Hela, carcinoma cervical humano)
1984 Brasil Antibidticos (Staphylococus aureus)
1985 lugoslavia Inibidor de Bacilus subtilis (IP-5832)
1986 Tchecoslovaquia Inibidor de RNA polimerase de Escherichia coli e
Streptomyces aurofaciens
1989 Polbnia Antitumoral (carcinoma de Ehrlich)
1990 Italia Inibicdo de varios virus (ex.: herpes)
1992 Bulgaria Inibicdo do virus Influenza A
1993 EUA Antitumoral (testado em ratos e bovinos)
1995
1996 Japao Citotoxidade da prépolis brasileira
1998
1994 Atividade contra Trypanosoma cruzi
Brasil

1995
1998 Eslovaquia Antimutagénico

Varias contribuicdes apresentadas no | Simpadsio
1999 Brasil Brasileiro sobre Propolis e Apiterapicos (realizado

na Universidade de Franca, 18 a 21 de agosto de
1999)

Fonte: Pereira et al. (2002)
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5 MATERIAI E METODOS

Tipo de estudo: Estudo experimental envolvendo animais de laboratério.
Apds ter sido aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UNIFENAS, parecer

02A/2009 (23/3/2009), iniciou-se o experimento conforme a literatura consultada.

Foram utilizados 140 ratos albinos, machos da linhagem WISTAR (Rattus norvegicus
albinus), com 16 semanas, peso de 350 a 500 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade José do Rosario Vellano — UNIFENAS.

Durante o experimento, nos meses de julho a dezembro de 2009, os animais
permaneceram em caixas de polietileno medindo 41 cm x 34 cm x 17 cm, com fundo
preenchido por maravalha. Durante as etapas experimentais, os animais foram
mantidos no Biotério, anexo ao Laboratério de Patologia, em caixas de polietileno,
contendo 02 animais por caixa, com condigdes de temperatura (variando de 24°C a
28°C), iluminacao e ventilagdo adequadas, com facil acesso a agua e alimentagéo
sem restricao.

Tipo de estudo: estudo experimental envolvendo animais de laboratdrio.

Foram utilizados para este estudo os seguintes materiais: um aparelho de laser de
baixa poténcia, comprimento de onda de 658nm (visivel, que tem menor poder de
penetracdo no tecido em relagdo ao infravermelho, sendo mais adequado ao
tratamento de feridas superficiais e abertas, segundo Young et al. (1990); Hall et al.
(1994); Simunovic et al. (2000); Amorim (2001); Pugliese (2003), 15 mW de poténcia
(Afericao da poténcia éptica — Laboratério de Biofotonica do Instituto de Fisica de
Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo), da marca Laser Plus, da empresa KW -
Industria Nacional de Tecnologia Eletrénica (Brasil), regime de emissao: continuo,
modo de aplicagdo: pontual (com base em alguns estudos, como de IN de BRAEKT,
1991 e CARRILLO, 1990), irradiagdo no centro da lesdo, em unica aplicagao diaria
de acordo com Kana et al. (1981); Rochkind et al. (1989); Hall et al. (1994); Yu et al.
(1997) e Anders et al. (2002), &ngulo de incidéncia: 90° com a regi&do a ser tratada,
segundo Ribeiro et al. (2003), sendo aplicado a distadncia de 1mm para evitar
contato direto com a ferida; densidade de energia utilizada neste trabalho foi de
3J/cm?, baseado no estudo de Ferreira (2006), (GARCIA, KINA e MILANEZI, 1995;
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GARCIA, OKAMTO e KINA, 1996; PEREIRA et al., 2002); um 6culos protetor para
os olhos; ratos Wistar; ragao padrao ad libitum; algodao; gaze; seringas; ketamina®
(cloridrato de cetamina)/Rompun® (cloridrato de xilazina) sendo a dosagem de 0,2
ml para cada 100g de peso por animal (50% de ketamina® e 50% de Rompun®);
bisturi; solugdo de paraformaldeido; microscépio digital Nikon Eclipse E 200 com
camera capturadora de imagens; laminas e laminulas; micrétomo Olympus América
INC CUT 4055; navalhas; entellam, xilol, alcool absoluto, becker; parafina;
paquimetro; camera fotografica digital; coloragdo para o material hematoxilina e
eosina (HE); microcomputador; Punch metalico (0,5 cm de didmetro); Programa de

analise de imagem Image Lab 2000; solugéo de prépolis a 5% e a 10%.

5.1 SOLUCAO DE PROPOLIS

A propolis bruta foi fornecida pela CONAP (Cooperativa Nacional de Apicultura Belo
Horizonte/MG), retirada do mesmo lote e coletada por abelhas da espécie Apis
mellifera no municipio de Santa Luzia, Minas Gerais _Brasil. O preparo do extrato
etanolico de propolis seguiu o descrito por PARK et al. (1998b). A propolis (200g) foi
triturada, homogeneizada e transferida para um becker estéril, contendo 1.000 mL
de alcool etilico a 80%. Foi realizada a extragdo a 70" C em banho de agua
termostatizada por 30 minutos, sob agitacdo constante. Apds a extracdo, as
amostras foram centrifugadas a 8.000x por 10 minutos a 20° C. O sobrenadante foi
armazenado em tubos de ensaio (15x160 mm) com tampa de rosca, em refrigerador,
formulando um extrato etandlico de propolis a 20%. Todas as solugdes a base de

préopolis foram diluidas a partir dessa amostra e concentracgao.

5.1.1 Derivatizacdo das amostras de prépolis
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Diretamente no frasco contendo 1 mg de amostra foram adicionados 100 uL de
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida _BSTFA ’. Apds adicdo do BSTFA, o frasco foi
aquecido (devidamente fechado), em um forno de cromatografo a 60°C por 30
minutos e seguido de 100°C por mais 5 minutos. Apds a derivatizagdo, as amostras

foram diluidas com 400 pl de diclorometano.

5.1.2 Cromatografia gasosa de alta resolucao e alta temperatura (CGAR-AT) do

extrato etandlico de propolis

As amostras foram analisadas por CGAR-AT utilizando um cromatografo HP
5890-11  acoplado com uma coluna capilar de borosilicato de 20 m x 0,25 mm de
diametro interno _Duran-50 °, com um filme de fase estacionaria de 0,2 um (15%-

fenil-85%-metilpolisiloxana)®.

Um injetor tipo coluna a frio _“cold on-column”!' foi montado no cromatdgrafo, sendo
a temperatura da coluna mantida a 40°C durante a inje¢ao, programada inicialmente
a 40°C/min até 250°C, sendo em seguida aquecida a 10°C/min até 390°C,
mantendo-se por 20 min nessa temperatura. O detector por ionizagdo de chama e o
injetor foram operados a 400°C e a temperatura ambiente, respectivamente. O gas
hidrogénio foi utilizado como carreador, na velocidade linear de 50 cm/s e o volume
de amostra injetado foi de 0,2 ul. Os dados foram obtidos e processados através de
um integrador HP-3396-11"2.

” Aldrich, St. Louis _EUA.

® Hewlett-Packard, Palo Alto _EUA.

® Vidrolex, S&o Paulo, SP _Brasil.

' PS-086, Petrarch Systems Inc. _EUA.
" Carlo Erba, Milao _[talia.

'2 Hewlett-Packard, Palo Alto _EUA.
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5.1.3 Cromatografia gasosa de alta resolucdo e alta temperatura acoplada a
espectrometria de massas (CGAR-AT-EM) do extrato etandlico de

propolis

As analises por CGAR-AT-EM foram realizadas em um instrumento HP-5972-MSD"?,
com ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV e varredura linear na faixa de 40 a
700 Daltons. As analises foram realizadas nas mesmas condigdes cromatograficas
utilizadas nas analises por CGAR-AT, mas com gas hélio como carreador, na

velocidade linear de 38 cm/s.

No processamento dos espectros de massas foram utilizadas as bibliotecas de

espectros de massas Wiley138.1 e wiley275.1 e o programa AMDIS verszo 1.6d"

5.1.4 Cromatografia gasosa de alta resolucao e alta temperatura (CGAR-AT)
e cromatografia gasosa de alta resolucéo e alta temperatura acoplada a
espectrometria de massas (CGAT-AT-EM) do extrato etandlico de

prépolis

Analisou-se o extrato de propolis a 20% por cromatografia gasosa de alta resolugéo
e alta temperatura (CGAR-AT) acoplada a espectrometria de massas (CGAR-AT-
EM).

Pela CGAR-AT-EM observou-se, em concentragédo relativa, o percentual dos 62

compostos polares encontrados no extrato de propolis (TABELA 02).

Na avaliagao do cromatograma de ions totais do extrato etandlico a 80% da prépolis
(GRAFICO 1 e TABELA 02), o composto &cido 3,5-diprenil-4-hidroxi-cinamico
apresentou-se com 17% de concentracdo relativa, seguido do acido p-coumarico
(9%), acido 3-prenil-4-hidroxi-cindmico (7,7%), acido benzenopropandico (5,1%),
trimetoxi-hidroxi-flavona (3,5%), frutose (3,4%), triildroxi-metoxi-flavona (3,3%) e
benzenopropandico etil éster e acido cafeico (1,6% para cada composto). Os demais

compostos polares figuram em menores percentuais.

* Varian, Walnut Creek _EUA.
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Gréafico 1 - Cromatograma de ions totais do extrato etanolico a 80% da propolis coletada no

municipio de Santa Luzia, Minas Gerais _Brasil.

Tabela 02

Avaliacado dos compostos polares do extrato etandlico de prépolis por CGAR-AT-EM,

esbocados no cromatograma (GRAFICO 1).

Numero Pico no|Tempo de Concentragao

Cromatograma |Retencéao Composto Relativa (%)
(min)

1 8,1 Benzenopropandico etil Ester 1,6

2 9,5 Acido benzenopropandico 5,1

3 14,6 Acido 4-hidroxi-benzenopropandico 1,0

4 16,2 Frutose 3,4

5 16,9 Acido p-coumarico 9,0

6 19,5 Acido cafeico 1,6

7 21,4 Acido 3-prenil-4-hidroxi-cinamico 7,7

8 24,7 Ac. 3,5-diprenil-4-hidroxi-cinamico 17,0

9 25,6 Trimetoxi-hidroxi-flavona 3,5

10 27,9 Triidroxi-metoxi-flavona 3,3

Fonte: Instituto de Quimica — Laboratério de Cromatografia Gasosa — UFRJ, 2007.
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O tempo de retencao, observado nos Grafico 1 e Tabela 2, fornecido pela CGAR-
AT-EM, é o tempo que um determinado composto leva para eluir da coluna
cromatografica, ou seja, é o tempo entre a introdugdo da amostra no cromatografo e
a saida desse composto. A cromatografia gasosa de alta resolugédo e alta
temperatura consiste de uma avaliagao preliminar para o ajuste das condi¢cbes de
analise, e com essas condi¢cdes otimizadas, realiza-se a analise por cromatografia

gasosa de alta resolucdo e alta temperatura acoplada a espectrometria de massas.

5.1.5 Preparo da solucéo de prépolis para 0s grupos experimentais

Da tintura de prépolis previamente preparada a 20% retirou-se o volume desejado, o
qual foi diluido no veiculo controle (agua deionizada estéril e alcool etilico a 15%)

obtendo-se a concentracao final de 5% ou 10%.

5.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foram formados 7 grupos de 20 ratos aleatoriamente para laser (GL), para a
propolis 5% (GP5%), para a propolis 10% (GP10%), para o controle laser (GCL),
para o controle propolis (GCP), para o grupo laser associado a propolis 5%
(GLP5%), para o grupo laser associado a propolis 10% (GLP10%).

Todos os animais foram pesados antes e ao término do tratamento proposto. Os
mesmos permaneceram em jejum por 12 horas antes do procedimento cirurgico que
se deu na sala de cirurgia existente no bloco da Patologia da UNIFENAS,
estabelecido o periodo da manha para tal pratica. Foram utilizados durante o
procedimento cirurgico campos e instrumentais estéreis e luvas para a execugao da
técnica. Apos a anestesia geral intraperitonial (ip) com uso de ketamina® (cloridrato
de cetamina) /Rompun® (cloridrato de xilazina), sendo a dosagem de 0,2 ml para
cada 100g de peso por animal (50% de ketamina® e 50% de Rompun®), os ratos

foram submetidos a tricotomia por meio de depilagdo manual no dorso (regiao entre



61

as escapulas), mantida uma area delimitada de aproximadamente 5 cm e
posteriormente a excisdo cirurgica circular da epiderme, com uso do punch,
devidamente milimetrado (0,5 cm de didmetro). Os animais foram tratados com
laser, solugdo de propolis a 5% e 10% e agua deionizada logo apds o término do
procedimento cirurgico e separados em caixas de polietilieno conforme a divisdo de

grupos estabelecida.
Foram formados 7 grupos de animais,:

Grupo GL: foi aplicado o laser de baixa poténcia, 658nm, 15 mW de poténcia, com
densidade de energia radiante de 3 J/cm?, com aplicagdo do tipo pontual, no centro
da excisdo, durante 03 (trés), 07 (sete) (FERREIRA, 2006), 14 (catorze) e 21 (vinte e

um) (LIMA et al., 2004) dias consecutivos;

Grupo GP5%: o grupo foi submetido a aplicagdo da prépolis a 5% durante 03 (trés),
07 (sete) (FERREIRA, 2006), 14 (catorze) e 21 (vinte e um) (LIMA et al., 2004) dias

consecutivos;

Grupo GP10%: foi aplicada a propolis a 10% durante 03 (trés), 07 (sete)
(FERREIRA, 2006), 14 (catorze) e 21 (vinte e um) (LIMA et al., 2004) dias

consecutivos;

Grupo GCL (Controle Laser): o grupo foi submetido aos mesmos procedimentos,

porém com o aparelho de laser desligado;

Grupo GCP (Controle Proépolis): o grupo foi submetido aos mesmos procedimentos,

porém com o uso de solugdo composta por agua deionizada estéril e alcool a 15%;

Grupo GLP5%: foi aplicado o laser de baixa poténcia, 658nm, seguido da aplicagcéo
de propolis a 5% durante 03 (trés), 07 (sete), 14 (catorze) e 21 (vinte e um) (LIMA et
al., 2004) dias consecutivos;
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Grupo GLP10%: foi aplicado o laser de baixa poténcia, 658nm, seguido da aplicagao
de propolis a 10% durante 03 (trés), 07 (sete), 14 (catorze) e 21 (vinte e um) (LIMA
et al., 2004) dias consecutivos.

5.2.1 A eutanasia dos animais e preparacao do material

Os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico no 3°, 7°, 14° e 21°
dias apos a intervencéao cirurgica. A epiderme dorsal foi dissecada e colocada em
um cassete e mantida em formaldeido a 10%, com volume dez vezes superior ao
volume da pega. O material foi manufaturado no servigo de Patologia da
Universidade José do Rosario Vellano — UNIFENAS em Alfenas, onde foram

preparadas as laminas.

As pecas foram desidratadas com alcool etilico de maneira lenta, gradual e

crescente, diafanizados em xilol e incluido em parafina.

Apo6s a obtengao do bloco de parafina, o mesmo foi cortado (cortes transversais) em

microtomo (4 micrémetros) e corados por Hematoxilina-Eosina.

As laminas histologicas foram analisadas por microscopia de luz, procedendo-se a
uma analise quantitativa de fibroblastos e vasos sanguineos.
Determinou-se a porcentagem de reepitelizacdo das feridas por meio de um

microscopio Optico acoplado a um computador com objetiva de 40X.

5.3 ANALISE HISTOLOGICA

A analise histologica foi realizada com o auxilio do software Image Lab® apos a

digitalizacdo das imagens obtidas por camera interligada ao microscépio Nikon
Eclipse E 200 (CHIBEBE et al.,2006).
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O avaliador foi previamente calibrado sem saber do diagnéstico clinico de cada
ldmina (estudo do tipo simples cego), que quantificou as estruturas presentes no
tecido conjuntivo (fibroblastos) e vasos sanguineos existentes em area quadrada
delimitada em 5.76 cm de altura e 5.76 cm de largura, valor equivalente a 6mm da
régua do microscopio. Para a contagem de fibroblastos e vasos sanguineos foram
utilizadas duas areas com a respectiva medida nos cortes existentes nas laminas

estudadas.

Os fibroblastos foram definidos como as células que mostravam morfologia fusiforme
alongada incluindo tanto as células com caracteristicas ativas (citoplasma abundante

e nucleos ovais largos) e inativas (pequenos nucleos e citoplasma escasso).



LEGENDA:

FIGURA 1 — Instrumentais cirurgicos

FIGURA 2 — Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus)
FIGURA 3- Pesagem dos ratos

FIGURA 4 — Anestesia dos ratos

FIGURA 5 — Tricotomia dorsal dos ratos

FIGURA 6 — Indugéo da lesdo — punch metalico

FIGURA 7 — Aspecto da lesdo induzida

FIGURA 8 — Tratamento da lesao - propolis
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FIGURA 9 — Tratamento da lesdo — laser de baixa intensidade
FIGURA 10 - Animais pds- procedimento cirurgico - contengao de animais

FIGURA 11 — Aparelho laser de baixa intensidade
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FIGURA 14 - Tela do programa ImageLab 2000 durante o procedimento de captura das imagens
para quantificacao de fibroblastos e vasos sanguineos. Em detalhe captura histoldgica do grupo
tratado com propolis a 5% - 3 dias.



FIGURA 15 - Corte histoldgico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser — 3
dias.

FIGURA 16 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser — 7
dias.




67

FIGURA 17 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser —
14 dias.

FIGURA 18 - Corte histolégico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser e
propolis a 10% — 3 dias.



FIGURA 19 - Corte histolégico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com grupo
controle laser — 7 dias.

FIGURA 20 - Corte histoldgico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser e
propolis a 5% — 3 dias.
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FIGURA 21 - Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com laser e
propolis a 5% - 7 dias.

FIGURA 22. Corte histologico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento do grupo
controle propolis — 3 dias.




FIGURA 23. Corte histolégico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com proépolis a
10% -7 dias.

FIGURA 24. Corte histoldgico da pele (aumento de 40x) submetida ao tratamento com prépolis 5%
— 3 dias.
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FIGURA 25. Corte histolégico da pee (umento de 40x) submetida ao tratamento com prépolis 5%
— 7 dias.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo dos grupos, os dados amostrais foram ndo normais, sugerindo a
utilizacado do teste ndo paramétrico para dados independentes (Kruskal-Wallis) para
efetuar independentemente a comparagéo entre os sete grupos experimentais,
considerando-se o nivel de 1% e 5% de significAncia (BERQUO, 1980 e ZAR, 1984).
Processaram-se os resultados e por meio da média e desvio padrdo em cada grupo
foram aplicados os testes estatisticos, alicergados pelos programas, GMC 8.1,
versao 2002 e SPSS 15.0, versao 2007.

Os resultados foram expressos em graficos nos quais preferencialmente adotaram-
se letras minusculas para indicar significancia ou nao significancia, nas quais letras

iguais indicam nao significancia e letras diferentes, significancia (CAMPOS, 2000).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Ereno (2004), o impacto da cronificagdo de feridas representa a segunda
causa de afastamento do trabalho. Embora o cuidado com as mesmas seja realizado
principalmente por enfermeiros, ndo € uma pratica exclusiva desta area profissional.
O tratamento de feridas constitui-se em um campo e praxis que é multiprofissional
(PEREIRA; BACHION, 2005).

A laserterapia de baixa poténcia, introduzida no arsenal fisioterapico (BAXTER,
1994) tem sido utilizada na pratica clinica ha aproximadamente 20 anos, conforme
descrito por Kitchen (1991) e Gam (1993), sendo recomendada no tratamento de
feridas de qualquer natureza (KITCHEN, 2003) por promover uma cicatrizagdo mais
rapida, através da aceleracdo ou estimulagcdo da proliferacao celular (LOWE;
WALKER; O'BYRNE, 1998) com a proliferacao de fibroblastos, células endoteliais e
aumento na deposigéo de colageno e queratina (HOPKINS, 2004; NORONHA, 2004;
LUCAS, 2003; TATARUNAS, 1998; MATERA, 1994), ou seja, aumenta a
cicatrizacao tecidual promovendo a reconstituicdo da area lesada por determinado
tempo (STADLER et al., 2000; REDDY et al., 1998; VARGAS et al., 1999; WALKER
et al., 2000).

Segundo Rocha-Junior et al. (2006; 2007), ainda ha muitas duvidas a esclarecer de
como este método atua em nivel celular nos processos cicatriciais, os diferentes
aspectos do tecido de granulagdo, da epitelizagdo e da neoformacéo tecidual, os
possiveis efeitos da TLBI no processo de reparo tecidual, 0 mecanismo de ag¢ao e os
parametros utilizados do laser de baixa intensidade nas diferentes fases do reparo

das lesoes.

A discussao sobre estudos de terapia com laser em baixa intensidade torna-se
complexa, pois €& dificil comparar trabalhos tdo diferentes entre si quanto a
metodologia e aos resultados (DAMANTE, MARQUES, MICHELI, 2008). A
controvérsia inicia-se a partir de sua denominacido na literatura, como pode ser
observado na estratégia de busca da revisdo sistematica de Chow e Barnsley

(2005). Estes autores utilizaram cerca de 19 palavras-chave para conseguir o



73

levantamento detalhado dos artigos disponiveis sobre o assunto. Entre elas, o termo
“terapia com laser em baixa intensidade (LILT)” € o mais adequado e o que melhor
exprime o tipo de tratamento. A denominacéo “laser de baixa poténcia”, encontrada
em muitos artigos, foi excluida pelo fato de ser possivel fazer a fotobiomodulagéo
com lasers de alta poténcia no modo desfocado e afastado dos tecidos, conforme

mostrado no estudo de Pourzarandian et al. (2005).

Os estudos de Damante et al. (2004) mostraram que a clinica e a histomorfometria
nao foram capazes de detectar efeitos da LILT na cicatrizacdo de gengivoplastias

em humanos, se realmente existirem.

O controle da proliferagdo e secreg¢ao, no caso do organismo como um todo, € um
processo muito mais dinamico se comparado a uma cultura de células, porque no
organismo ha uma hierarquia de estruturas. Ja os estudos in vitro tém mostrado
efeitos positivos do laser nos diversos mecanismos envolvidos na cicatrizagdo de
feridas. Porém, esses resultados devem ser vistos com cautela (DAMANTE;
MARQUES e MICHELI, 2008). Muitas vezes, nos diversos estudos com culturas de
células, os passos para o subcultivo, tais como tripsinizagao, troca do meio, troca
dos componentes do soro e variagdes de temperatura, também podem influenciar na

sensibilidade celular a irradiagdo em baixa intensidade (KARU, 1989).

Apesar de a literatura ser controversa a respeito do assunto, e muitas vezes nao
demonstrar efeitos positivos do laser, as pesquisas basicas in vitro destacam-se
pelos seus resultados promissores. E com base nesses estudos que sera possivel
esclarecer os mecanismos de agao do laser na cicatrizacao de feridas e determinar
protocolos-padrao de aplicagao in vivo (DAMANTE; MARQUES e MICHELLI, 2008).

Outra dificuldade encontrada ao tentar comparar estudos com laser em baixa
intensidade é a falta de informacdo sobre todos os parametros utilizados
(DAMANTE; MARQUES e MICHELI, 2008). Os autores Van Breugel e Bar (1992)
comentaram ser a causa dos resultados conflitantes desses estudos o grande
numero de variaveis utilizadas e sua pobre descrigdo, ja que sao utilizados
diferentes tipos de laser, com diferentes comprimentos de onda, poténcia do laser e

dosagens, 0 que pode explicar achados contraditorios.
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O presente estudo utilizou o laser de baixa intensidade, 658nm, por seu
comprimento de onda estar compreendido entre as faixas de 632.8nm a 904nm do
espectro da luz, sendo muito utilizado em laserterapia (NASCIMENTO et al., 2006),
uma densidade de poténcia de 15mW, pois Azevedo et al. (2006) concluiram que
quanto menor a densidade de poténcia, maior o crescimento celular, uma
densidade de energia (dose) de 3J/cm? (FERREIRA, 2006; PEREIRA et al. 2002;
GARCIA; OKAMTO e KINA, 1996; GARCIA; KINA e MILANEZI, 1995) com o intuito
de confirmar a afirmativa de Matera et al. (1994) de que ha aumento no numero de
fibroblastos e incremento vascular, se a dose se situar entre 1 e 5 J/lcm? e os
achados de Lima et al. (2009) ao demonstrarem que a irradiagéo de 3J/cm? induz um

processo de proliferagao celular.

Outra modalidade terapéutica para a cicatrizagcao de feridas cutdneas € o uso da
propolis (GERALDINI et al., 2000). De acordo com Barbosa et al. (2009), os estudos
sobre o uso terapéutico da propolis em feridas ainda sao escassos, embora se
perceba intensificagcdo da realizacdo destes a partir de 2002, como produto que
favorece a cicatrizagdo, além de apresentar também baixo custo em relacdo as
coberturas utilizadas atualmente, tornando-se acessivel a populacdo (BERNARDO
et al., 1990; PERUCHI et al., 2001; AZEVEDO et al., 1986; SFORCIN et al., 2001).

O uso terapéutico da propolis no tratamento de lesées cutdneas tem resultados
promissores, devido a sua eficacia. Acredita-se que uma padronizagao sobre locais
de coleta e as formas e solventes utilizados em sua extragdo possam contribuir
positivamente para assegurar melhores resultados (BARBOSA et al., 2009) .

As amostras tropicais de propolis, especialmente as brasileiras, tém mostrado
diferengas significantes nas suas composi¢cdes quimicas em relagdo a propolis da
zona temperada. Por essa razdo, a propolis brasileira tém se tornado objeto de

grande interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et al., 2006).

A propolis utilizada neste estudo possui maiores concentragdes das seguintes
substancias: acido p-coumarico (9,0), acido cinamico (24,7), flavonoides (6,8), acido
benzenopropandico (6,1), conforme a descricao detalhada na tabela 02, sendo

atribuidas atividades antibacteriana, antifungica (SWERTS et al., 2002), anti-
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inflamatoéria (BORRELLI et al., 2002), antioxidante (AHN et al., 2007), cicatrizante
(GREGORY et al., 2002; ARVOUET-GRAND et al., 1994). A propolis a 5% e 10% foi
proposta, segundo alguns estudos (PEREIRA et al., 2006; PERUCHI et al., 2001,
DIAZ et al., 1997), para tratar a lesao induzida cirurgicamente em Rattus norvegicus
albinus. Analisaram-se os grupos tratados com laser de baixa intensidade, prépolis a
5% e 10%, associagcao de ambos e controles, nos periodos de 3 (PEREIRA et al.,
2010; PUGLIESE et al.,, 2003; LOMELI et al., 2003; PEREIRA et al., 2006), 7
(FERREIRA, 2006; FERREIRA et al., 2007; LIMA, 2009),14 (TASSINARI, 2005;
CARVALHO et al.,, 2003; FERREIRA et al., 2007; LIMA, 2009) e 21 dias da
reparagao tecidual, a fim de contar fibroblastos, considerados como principais
células envolvidas na cicatrizagdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) e vasos
sanguineos, observaveis na neoangiogénese durante a resposta inflamatéria
(CANDIDO, 2001).

Dentre as diversas formas de feridas, como perfuragdes, escoriagdes, queimaduras,
este trabalho propds experimentar a terapia de aplicacdo de laser de baixa
intensidade e prépolis a 5% e 10% em feridas de segunda intengdo induzidas
cirurgicamente. A metodologia aplicada no trabalho baseou-se na pratica
experimental com animais. Embora a morfologia da pele do rato ndo imite em um
nivel perfeito a anatomia humana, este modelo € amplamente utilizado por outros
autores (PEREIRA et al. 2006; FERREIRA, 2006; TAVARES et al., 2005;
CARVALHO et al., 2003; NASCIMENTO, 2001; SCHLAGER et al., 2000).

Ao comparar os efeitos do laser de baixa poténcia sobre a contagem de fibroblastos
de tecido conjuntivo em ratos durante os periodos, concluiu-se que os tratados por 3
dias diferiram estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (Tabela 03) quando
comparados a 7, 14 e 21 dias, onde apresentaram diminuicdo do numero de

fibroblastos.



76

Tabela 03

Efeito do laser sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo de ratos
durante os periodos tratados

Amostra . Amostra Y Desvio
, . Mediana .. Média -
Periodos minima (Med) Maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 49,00 53,00 57,00 52,98 1,65 a
7 dias 59,00 61,00 65,00 61,15 1,37 b
14 dias 58,00 60,00 65,00 60,86 1,76 b
21 dias 56,00 59,00 63,00 59,13 1,73 b

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

De forma interessante, Honmura et al. (1992) afirmaram que o laser AsGa inibe a
quimiotaxia no momento inicial da lesdo, e Barbosa (2008), ao utilizar o laser
GaAllnP, observou, do terceiro ao sétimo dia, uma tendéncia de queda desses
elementos celulares, declinio este caracteristico da génese do fenédmeno inflamatorio
e observado em ambos os grupos sem diferenga estatistica entre os animais
tratados e ndo tratados. De certa maneira, o presente trabalho também compartilha

de alguns resultados citados por Barbosa et al (2008) e observados na tabela 03.

No estudo de Pereira et al. em 2002, somente doses de 3 e 4 J/cm? obtiveram efeito
no crescimento celular em cultura de fibroblastos. O laser de arsénio-galio-aluminio,
utilizado com doses de 1 J/cm? resultou em aumento da atividade celular, em
estudos in vitro (VINCK et al., 2003) e em estudos in vivo (NICOLAU, 2003).

Pugliese et al. (2003) estudaram os efeitos da radiagdo por laser nas primeiras 72
horas em relagado as fibras elasticas e colageno em ratos, e observaram que 0s
animais irradiados tiveram uma reducdo no edema e no infiltrado inflamatério.
Concluiram que a terapia por laser de baixa poténcia contribui para o aumento na

quantidade de colageno e fibras elasticas na fase inicial do processo de cicatrizacao.

De acordo com Lima (2004), na andlise comparativa entre os tempos pos-

operatorios, das feridas do grupo IV (queimadura + droga + laser), analisadas em
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seu estudo, demonstraram processo de reparo muito mais diferenciado e evoluido
que os demais grupos e em todos os periodos experimentais, principalmente nos
periodos iniciais de 3 e 7 dias, o que corrobora os trabalhos que atestam a maior
efetividade do laser em baixa intensidade sobre os eventos da reparagao tecidual
ser maior na fase proliferativa da resposta inflamatéria cicatricial (GARCIA et al.,
1995).

Ricevuti et al.(1989) em estudo in vitro utilizando o laser HeNe afirmaram que a
terapia laser é capaz de mobilizar mais rapidamente os fagécitos polimorfonucleares

nas trés primeiras horas e que, a partir de 72 horas, sua migragao seria inibida.

Lima et al. (2009) avaliaram a irradiacdo do laser de baixa intensidade, com
comprimento de onda de 660nm, meio ativo fosfato de indio-galio-aluminio, nas
dosimetrias de 3 J/cm? e 21 J/cm? sobre diferentes culturas de fibroblastos; uma
linhagem celular imortalizada (3t3), na qual os resultados demonstraram que a
irradiacado de 3 J/cm? induz um processo de proliferacdo celular, em conformidade

com a densidade de energia (dose) utilizada neste trabalho.

Os resultados do trabalho de Busnardo e Simdes (2010) confirmam que o laser de
baixa intensidade com densidade energética de 4 J/cm? promove aumento da
deposigao de colageno tipo Ill no 3° dia pds-operatorio.

Pereira et al. (2010) observaram diferencas nas respostas inflamatérias, com
numeros elevados de células polimorfonucleares nas primeiras horas, seguido pela
diminuicdo dos niveis no 3° dia pos-tratamento, apés o uso da terapia laser (670
nm, 9 mW, 4 J/icm? 124 s) em animais . Em outro trabalho, Garcia et al. (1996)
relataram um aumento de fibroblastos nos grupos irradiados no sétimo dia pos-
cirurgico utilizando dose de 3J/cm?, resultados condizentes com o descrito na tabela
03.

Ferreira (2006), comparando os efeitos do laser de baixa poténcia 660nm com a
densidade de energia de 3 J/cm? entre ratos jovens e idosos durante 7 dias,
observou que houve melhora consideravel das condi¢cbes da cicatriz, bem como da
reepitelizacao da pele, mas ainda considerou que sao necessarios mais estudos que

comprovem a eficacia do laser frente as feridas cutaneas induzidas cirurgicamente.
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Carvalho et al. (2003) realizaram uma analise morfométrica do percentual das fibras
colagenas, por densidade de cor, nas cicatrizes de 48 ratos. Utilizaram o laser HeNe
com dosagem de 4 J/cm? por 36 segundos no grupo experimento. Avaliaram os
resultados no 3° 7° e 14° dia do pds-operatdério e também constataram aumento
significativo no percentual de colageno do 3° ao 7° dia. Quando comparado o 14°
com o 7° dia, observaram uma desaceleracdo no percentual de colageno. Os
autores atribuem essa desaceleragao ao estado de maturacdo dessas feridas, uma
vez que ha relatos de que, na fase de remodelagem/ maturagédo, a proliferagédo

celular diminui, assim como o numero e o tamanho dos fibroblastos.

Ao avaliar o crescimento celular e a sintese de colageno em cultura de fibroblastos,
Pereira et al. (2002) concluiram que a densidade de energia de 3 ou 4J/cm?
produzem melhores resultados que 5J/cm?. Analisando os dados, percebe-se que a
energia final obtida no estudo foi de 2,9J; 3,9J e 4,8J, respectivamente. Bjordal et al
(2003) citam que doses acima de 4J por ponto podem inibir a atividade dos
fibroblastos. Estes estudos mostram que doses energéticas muito altas parecem nao

proporcionar os melhores efeitos de reparo tissular (FUKUDA, 2008).

Ainda sobre os efeitos da dose com fins terapéuticos especificos, Matera et al.
(1994) relatam que a densidade de energia recomendada em laserterapia para
promover aumento no numero de fibroblastos, fibras colagenas, incremento vascular
e reepitelizagdo deve se situar entre 1 e 5J/cm? Neste trabalho, os autores
concluiram que 2J/cm? apresentou melhores resultados que 4J/cm? (FUKUDA,
2008).

Simunovic et al. (2000) realizaram um estudo com diversos comprimentos de onda,
no processo de cicatrizacdo. Um dos aspectos analisados em seu estudo foi a
formagao do colageno. As fluéncias utilizadas na pesquisa foram de 4 J/cm? para o
laser de 632,8nm, 20 J/cm? para o laser de 904nm e 24 J/cm? utilizando ambos os
comprimentos de onda. Em relagdo ao colageno, melhores resultados foram
encontrados utilizando 4 J/cm?, sendo que com dose mais elevadas apresentaram

menor efeito ou inibicdo no processo de reparacao.
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Nascimento et al. (2006), ao compararem a quantidade de fibroblastos entre as
areas irradiadas e controle, verificaram uma diferenga estatisticamente significativa,
demonstrando que o processo de cicatrizagao foi acelerado na area irradiada pelo
laser 632.8nm, resultados que corroboram o observado por Kana et al. (1981) e
Bisht, Gupta e Misra (1994) e também neste trabalho ao comparar os resultados das
tabelas 03 e 06.

Hawkins e Abrahamse (2006) aplicaram doses de 0,5; 2,5; 5;10 e 16 J/cm?, dois dias
consecutivos, a fibroblastos da pele humana. Mostraram que a de 5 J/cm? estimulou
a atividade mitocondrial, a proliferagcdo celular e a migracdo dos fibroblastos.
Entretanto, doses mais altas diminuiram a viabilidade das células e a proliferacao

com dano para a membrana celular e para o DNA.

Azevedo et al. (2006) realizaram um estudo para avaliar o efeito de diferentes
densidades de poténcia (mW/cm?) na biomodulagdo de fibroblastos gengivais
humanos. O laser utilizado foi um diodo GaAlAs, com 2 J/cm? de densidade de
energia. O grupo de 10 mW apresentou maior crescimento celular durante todo o
experimento, levando a conclusdo de que quanto menor a densidade de poténcia,

maior o crescimento celular.

A maioria dos trabalhos sobre a aplicacdo de laser para cicatrizagcao de feridas
cutaneas mostra efeitos positivos observados por meio da proliferacdo de
fibroblastos, células endoteliais e aumento na deposi¢cdo de colageno e queratina
(MATERA, 1994; LUCAS, 2003; HOPKINS, 2004; TATARUNAS, 1998; NORONHA,
2004), mas alguns trabalhos como o de Hallman et al. (1988), ao realizarem estudo
in vitro com fibroblastos humanos irradiados com laser HeNe 632.8nm nas diferentes
fases de maturagédo, ndo observaram nenhum efeito significativo da radiagéo laser
sobre a proliferagdo celular, seja estimulante seja inibitério. Colver e Priesteley
(1989), ao utilizarem o laser HeNe, também observaram resultados negativos
quando analisaram os efeitos proliferativos, a sintese de colageno e a sintese de
glicosaminoglicanas em fibroblastos, células epiteliais e endoteliais. Estes dados
poderiam sugerir que o laser nado estaria interferindo na fase proliferativa da
cicatrizagdo. Ja Schlager et al. (2000), ao utilizarem dois comprimentos de onda em

seu estudo, um de 690nm e outro 635nm, para ambos os grupos, uma densidade de
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energia de 1,5 J/cm?, em um modelo experimental utilizando 30 ratos, divididos em 3
grupos, sendo 2 grupos irradiados e um grupo controle, cujos parametros analisados
foram vermelhiddo, didmetro e edema. O resultado encontrado foi que nao houve
diferenca entre os grupos tratados comparados com o controle. Estes resultados
divergem dos resultados encontrados ao comparar os grupos tratados com o

controle.

O tratamento da lesao epitelial com prépolis 5% por 7 dias diferiu estatisticamente
(Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (TABELA 04), quando comparado a 3, 14 e 21 dias
sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos durante os periodos

tratados, aumentando a contagem de fibroblastos.

Tabela 04
Efeito da prépolis a 5% sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo de

ratos durante os periodos tratados.

Amostra . Amostra . Desvio
, . Mediana . s Média .
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 47,00 50,00 55,00 50,02 1,60 a
7 dias 62,00 65,00 72,00 65,04 1,91b
14 dias 40,00 49,00 53,00 48,67 2,11a
21 dias 45,00 49,00 57,00 49,56 2,43 a

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Resultado semelhante foi encontrado por Simdes et al. (2008) e Sanchez Neto et al.
(1993), que afirmaram que os fibroblastos atingem seu maior numero no 7° dia,

ocorrendo um decréscimo a partir de entao.

Segundo Brudzynski e Carlone (2004), componentes presentes na prépolis, como
ésteres de acido cafeico, sdo capazes de estimular a proliferacido de queratinécitos
epidérmicos, em sete dias. A tendéncia a maior reepitelizacao foi verificada no grupo
tratado com prépolis vermelha. Substancia quimica, mesmo em concentragao

reduzida, foi detectada na propolis do presente estudo (TABELA 02).
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Segundo Ferreira et al. (2007), a deposi¢ao de colageno foi avaliada apos 4 e 7
dias, quando a area ocupada pelas fibras verdes (tipo Ill) foi maior nas feridas
tratadas com pomada de propolis (p<0,05). Por outro lado, as fibras vermelhas e
amarelas, que correspondem as fibras mais maduras (tipo I) ocuparam uma menor

area nas feridas tratadas com a pomada de propolis (p<0,05).

Pereira et al. (2006) utilizaram 18 ratos, divididos em trés grupos experimentais:
grupo controle, grupo propolis 5% e grupo prépolis 10%,contendo 6 ratos por grupo.
A analise microscépica mostrou para todos os grupos, aos 3 dias, uma ferida
recoberta por pseudomembrana com tecido de granulagdo subjacente com rico
infiltrado inflamatério MN e moderada vascularizagdo. Aos 8 dias notou-se
epitelizagdo das feridas em todos os grupos, notando-se discreto infiltrado
inflamatdrio nos grupos propolis a 5% e a 10%, e entre estes dois grupos pode-se
notar uma menor extensao de tecido de granulagdo no grupo propolis a 10%,
indicando-se que este grupo apresentou os melhores resultados em relagdo aos

fendmenos relacionados com o processo de cura.

Diaz et al. (1997) realizaram um estudo sobre a aplicagdo de propolis a 5% na cura
de feridas sépticas faciais em humanos e relataram que 90% dos pacientes
apresentaram uma melhora total aos 7 dias de tratamento e somente 1 paciente

necessitou de 13 dias para a cura total da ferida.

O tratamento da lesao epitelial com prépolis 10% por 3, 7, 14 e 21 dias diferiu
estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,05) (Tabela 05) sobre a contagem de
fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, aumentando
a contagem de fibroblastos nos 3 e 7 dias e resultado inverso nos periodos de 14 e
21 dias.
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Tabela 05

Efeito da prépolis a 10% sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo de
ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra e Desvio
, . Mediana .. Média .
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 59,00 60,00 65,00 60,91 1,31 a
7 dias 66,00 87,00 93,00 86,91 3,59b
14 dias 44,00 45,00 51,00 46,00 1,66 c
21 dias 31,00 37,00 39,00 36,11 1,35d

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 5%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Tem sido relatado que compostos fendlicos exercem uma grande variedade de
propriedades biologicas, tais como capacidade para realizar atividade antioxidante
pelo sequestro de radicais livres, dentre eles os derivados do 6xido nitrico, o que
pode acelerar a cicatrizagdo de feridas cutdneas (NAKAJIMA et al.,, 2007,
SERARSLAN et al.,, 2007; SEHN et al., 2009). Outras atividades da propolis
avaliadas em animais experimentais tém revelado efeitos benéficos em inflamacgdes

agudas, cronicas (HU et al, 2005; PAULINO et al., 2008) e na angiogénese.

Sutta et al.(1974), ao utilizarem solugcédo alcodlica de propolis em tratamento de
feridas de animais, observaram que o tratamento com propolis induzia a uma melhor
cicatrizagao, reduzindo a resposta inflamatoria e, por conseguinte, a cicatrizagdo do
epitélio era mais rapida. Os autores consideraram a prépolis adequada para o

tratamento de feridas, apds a eliminagao da infecgao.

Especificamente nas feridas cutaneas, a propolis apresenta um fator anti-inflamatorio
e antibacteriano, o que consequentemente melhora a cicatrizacdo das feridas
(RAMOS e MIRANDA, 2007).

Por meio de testes em laboratorio, foi provado que a propolis contém pelo menos
onze flavonoides (SANTOS, 1999). A atividade anti-inflamatéria observada na
prépolis parece ser devida a presenga de flavonoides, especialmente galangina.

Este flavondide apresenta atividade inibitéria contra a ciclo-oxigenase (COX) e lipo-
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oxigenase (BORRELLI et al.,, 2002). A propolis tem demonstrado acado anti-
inflamatdria também por inibir a sintese das prostaglandinas, ativar a glandula timo,
auxiliando o sistema imune pela promog¢ao da atividade fagocitica e estimulando a
imunidade celular (KOSALEC et al., 2005). Fato a se considerar, ja que a amostra de
prépolis adotada no estudo possuia aproximadamente 6.8% de concentragado de

flavonoides.

Ao comparar a cicatrizagdo subcutdnea induzida em ratos com uma solugao
alcodlica de prépolis a 10% mais 30%, ambas estimularam a reparagao tecidual,
com formacdo neovascular significativa, seguida por regeneracao tecidual rapida,
apesar do resultado das lesbes tratadas com solucdo a 30%, ser mais lento
(PERUCHI et al., 2001).

O tratamento da lesao epitelial do grupo controle laser com por 3, 7, 14 e 21 dias
nao diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05) (Tabela 06) sobre a
contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos durante os periodos

tratados, sem aumento na contagem de fibroblastos nos respectivos periodos.

Tabela 06

Efeito do grupo controle laser sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo
de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra Y Desvio
, L Mediana .. Média -
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 44,00 47,00 54,00 47,38 1,94 a
7 dias 44,00 46,00 50,00 45,95 1,28 a
14 dias 42.00 44,00 49,00 44 11 1,26 a
21 dias 40,00 45,00 47,00 45,38 1,48 a

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

No presente estudo, ao se avaliar a proliferacéo fibroblastica em ambos os grupos,
observou-se no grupo controle menor contagem de fibroblastos quando comparado

com o grupo tratado.
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O tratamento da lesao epitelial do grupo controle propolis por 3, 7, 14 e 21 dias néo
diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05) (TABELA 07 e GRAFICO
01) sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos durante os

periodos tratados, sem aumento na contagem de fibroblastos.

Tabela 07

Efeito do grupo controle prépolis sobre a contagem de fibroblastos de tecido
conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra 4 Desvio
, . Mediana ., Média -
Periodos minima (Med) maxima M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 37,00 41,00 47,00 41,50 2,14 a
7 dias 38,00 40,00 42,00 40,35 0,95a
14 dias 39,00 41,00 47,00 41,46 1,60 a
21 dias 36,00 40,50 45,00 40,55 1,97 a

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

No presente estudo, ao se avaliar a proliferacéo fibroblastica em ambos os grupos,
observou-se no grupo controle menor contagem de fibroblastos quando comparado
com os grupos tratados a 5% e 10%, com excec¢ao do periodo de 21 dias tratados
individualmente com prépolis a 10% e também associado ao laser. Ficou evidente
um aumento significativo na contagem de fibroblastos nos demais periodos dos

grupos tratados com relagdo ao grupo controle.

O tratamento da lesao epitelial do grupo associado ao laser com propolis a 5% por 3,
7, 14 e 21 dias nao diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05)
(TABELA 08) sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos
durante os periodos tratados. Houve aumento na contagem de fibroblastos quando
comparado aos demais grupos laser, propolis a 5%, controles propolis e laser,
porém esse aumento nao foi estatisticamente significativo ao comparar os resultados

descritos na Tabela 08 e Grafico 01.
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Tabela 08

Efeito da associagao de laser e propolis a 5% sobre a contagem de fibroblastos de
tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra e Desvio
, . Mediana ., Média ~
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 65,00 69,00 72,00 69,11 1,49 a
7dias 66,00 70,00 72,00 69,55 1,22 a
14 dias 67,00 72,00 73,00 71,17 2,08 a
21 dias 67,00 68,00 76,00 69,17 3,01 a

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significAncia pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Alguns estudos associaram a propolis e o Aloe vera com o objetivo de analisar a
influéncia destas substancias na contragcdo de feridas em dorso de ratos e
concluiram que o gel de Aloe vera in natura e a tintura hidroalcoolica de propolis
aceleraram clinicamente a contracdo de feridas induzidas em ratas da espécie
Rattus norvegicus albinus (SEGUNDO et al., 2007). Ja Mendonga et al. (2008)
utilizaram o laser As-Ga-Al de baixa poténcia, 830nm e o barbatimao
(Stryphynodendron barbatiman Martius) em solugdo aquosa para tratar ferida séptica
de ovino e concluiram que a associacdo de ambos apresentou eficiéncia no auxilio
da reparacao tecidual. Portanto, este estudo propbs analisar a associagao de laser
de baixa intensidade e prépolis na inducdao de fibroblastos nas lesdes de pele

induzidas cirurgicamente.

O tratamento da lesao epitelial do grupo associado ao laser com prépolis a 10% por
14 e 21 dias diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,05) (TABELA 09 e
GRAFICO 01) sobre a contagem de fibroblastos de tecido conjuntivo em ratos
durante os periodos tratados, diminuindo a contagem de fibroblastos no 14° e 21 °

dias do tratamento.
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Tabela 09

Efeito da associagao de laser e propolis a 10% sobre a contagem de fibroblastos de
tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra L Desvio
, . Mediana e Média ~
Periodos minima (Med) maxima M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 63,00 65,00 68,00 64,82 1,19 a
7dias 63,00 66,00 67,00 65,93 1,27 a
14 dias 43,00 46,00 47.00 45,70 1,22 b
21 dias 34,00 39,00 41,00 38,61 1,85¢

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 5%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Lima (2004) propds o tratamento com laser em baixa intensidade, 685nm, 50mW,
4J/cm? associado ou ndo a droga fotossensibilizadora em feridas cutaneas
provocadas na regido dorsal de ratos e concluiu que as feridas tratadas com laser e
as tratadas com solugdo fotossensibilizadora e laser evidenciaram processo de
reparagdao mais diferenciados, quando comparadas as feridas do grupo controle. O
presente estudo utilizou a associacao do laser de baixa intensidade com a propolis a

10% na indugéao de fibroblastos nas lesdes de pele induzidas cirurgicamente.
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Grafico 02 - Comparagdo entre as meédias de fibroblastos dos tecidos conjuntivos dos ratos
submetidos aos tratamentos nos quatro periodos.

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam ndo significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1% e 5% pelo Teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis.

Verifica-se ao comparar os grupos tratados e controles, que o grupo laser associado
a propolis 5% parece ser efetivo em todos os periodos analisados no processo de

cicatrizagéo, e ndo apenas em alguns periodos observaveis nos demais grupos.

O tratamento da lesao epitelial com laser de baixa poténcia por 3 e 7 dias diferiu
estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (Tabela 10), quando comparados
os periodos de 14 e 21 dias sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido
conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, aumentando a contagem de vasos

sanguineos no periodo de 3 dias.
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Tabela 10

Efeito do laser sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido conjuntivo de ratos
durante os periodos tratados

Amostra . Amostra e Desvio
, . Mediana . s Média .
Periodos minima (Med) Maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 4,00 0,41 0,87 a
7 dias 0,00 0,00 3,00 0,13 0,61b
14 dias 0,00 0,00 1,00 0,07 0,25¢c
21 dias 0,00 0,00 2,00 0,05 0,32 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Pesquisadores fizeram trabalhos empregando a terapia laser em tecidos integros.
Um aumento do fluxo sanguineo foi verificado, o que poderia levar a uma maior

oxigenagao dos tecidos e a uma biomodulacéo positiva (SCHAFFER et al., 2000).

Rocha-Junior et al. (2007) realizaram um estudo para investigar o comportamento de
feridas cutdneas provocadas na regiao dorsal de ratos Wistar (Rattus norvegicus)
submetidos a tratamento de baixa intensidade com 3,8 J/cm? dose de 15 mW de
poténcia e 15 s de tempo de aplicagdo. Os animais (n = 12) foram divididos em dois
grupos, um controle e o outro tratado com laser. Os resultados apresentaram
aumento da neovascularizacdo e proliferagcdo de fibroblastos, bem como a
diminuicdo da quantidade de processos inflamatorios nas lesdes cirurgicas

submetidas ao tratamento com laser.

Schindl et al. (2000) verificaram um aumento do numero de vasos formados em
ulceras na pele irradiadas com laser em baixa intensidade. Tassinari (2005)
observou em seu experimento um aumento da angiogénese no grupo Laser no

decorrer do periodo experimental (14 dias).

O tratamento da lesdo epitelial com propolis a 5% por 3 e 21 dias diferiram
estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (Tabela 11), quando comparados

a 7 e 14 dias sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido conjuntivo em ratos
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durante os periodos tratados, com aumento na contagem de vasos sanguineos nos

3 dias e auséncia de novos vasos nos 21 dias.

Tabela 11

Efeito da prépolis a 5% sobre a contagem vasos sanguineos do tecido conjuntivo de
ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra . Desvio
, . Mediana ., Média ~
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 4,00 0,43 0,81 a
7 dias 0,00 0,00 2,00 0,17 0,44 b
14 dias 0,00 0,00 2,00 0,10 0,37 b
21 dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A quercetina, em ambas as concentragdes testadas, mostrou um forte efeito
inibitério sobre a producao de VEGF, sugerindo seu envolvimento na modulagao de
angiogénese (SUJEN et al., 2009; SOGNO et al., 2009; IGURA et al., 2001). Zhong
et al. (2006) demonstraram que o tratamento com quercetina diminui
significativamente a secre¢ao de VEGF pelas células da leucemia mieloblastica NB4
in vitro. Além disso, estudos indicam que os flavonoides inibem VEGF induzindo
funcdes das células endoteliais e vias de sinalizagdo que operam a nivel molecular
(HASEBE et al., 2003; TSENG et al., 2004). Fato a se considerar, ja que a amostra
de propolis adotada no estudo possuia aproximadamente 6.8% de concentragao de

flavonoides.

O tratamento da lesdo epitelial com propolis a 10% por 14 e 21 dias diferiu
estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (TABELA 12), quando
comparados os periodos de 3 e 7 dias sobre a contagem de vasos sanguineos do
tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, com diminuigdo na

contagem de vasos sanguineos nos 21 dias e auséncia de novos vasos nos 14 dias.
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Tabela 12
Efeito da prépolis a 10% sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra e Desvio
, . Mediana .. Média .
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 3,00 0,27 0,62 a
7 dias 0,00 0,00 4,00 0,33 0,79 a
14 dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00b
21 dias 0,00 0,00 3,00 0,14 0,54 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Lima (2009) propds, em seu trabalho, estudar os efeitos da propolis verde nos
fendmenos inflamatérios e angiogénicos, usando o modelo de implante subcuténeo
de esponja em ratos. Utilizando-se a dosagem do conteudo de hemoglobina (Hb)
das esponjas implantadas como um indice indireto da formagdo de novos vasos
sanguineos, pode-se estimar a vascularizagdo do implante. Dose diaria de extrato
aquoso de prépolis (500mg/kg) administrada por gavagem para os diferentes grupos
de camundongos causaram reduc¢ao no conteudo de hemoglobina dos implantes,
indicando uma diminuigdo do numero de vasos. Uma diminui¢gdo significativa no
conteudo de hemoglobina foi observada nos dias 7 e 14 ap6s o tratamento com
prépolis. Essa diferenca foi confirmada pela analise morfométrica dos implantes,
mostrando um numero de vasos significativamente menor no grupo tratado em
comparagao ao grupo controle. Tendo em vista que o VEGF é considerado um
marcador molecular da angiogénese, foram avaliados os niveis dessa citocina nos
implantes. Curiosamente, os niveis de VEGF aumentaram progressivamente no
grupo tratado com propolis, mas diminuiram no grupo controle. O modelo de
implante de esponja utilizado no trabalho tem sido eficaz em induzir a formagao de
um tecido fibrovascular caracterizado por parédmetros bioquimicos, funcionais e
histologicos (WALSH et al., 1997; ANDRADE et al., 1987).

Embora alguns estudos ja tenham avaliado o efeito do extrato aquoso de outras
amostras de propolis e de componentes do acido cafeico em processos

inflamatorios, n&do foi encontrado na literatura qualquer trabalho que investigou
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componentes relevantes da angiogénese inflamatéria (recrutamento celular,
formagdo de novos vasos sanguineos e deposicdo de matriz extracelular) (LIMA,
2009).

Foi demonstrado por Hepsen et al. (1999) que a prépolis suprimiu a
neovascularizacdo da cornea em coelhos, através das vias ciclo e lipo-oxigenase.
Estudos in vitro usando células endoteliais humanas de veia umbilical tém
demonstrado que o extrato de propolis atua na formacao do tubo capilar por inibigao

da proliferagao celular e migragédo de forma dose-dependente (AHN et al., 2007).

Barreto (2008) utilizou extratos hidroalcéolicos de prépolis vermelha incorporados a
filmes bioativos, preparados a partir de colageno | extraido de tendao bovino, e
aplicados sobre feridas cirurgicas padronizadas previamente confeccionadas em
dorso de ratos. Os animais foram distribuidos em seis grupos (n=5): G1 e G4 —
animais sem tratamento sacrificados em 7 e 14 dias; G2 e G5 — animais tratados
com membrana de colageno sacrificados em 7 e 14 dias; G3 e G6 — animais
tratados com membrana de colageno contendo prépolis vermelha sacrificados em 7
e 14 dias. A maior densidade vascular identificada em G1 pode refletir uma
estimulacao exacerbada da proliferacdo endotelial por citocinas liberadas por células
inflamatdrias. Nao houve diferenga entre os grupos G2 e G3, apesar de relatos
prévios indicarem que a propolis exibe atividade antiangiogénica (SONG et al.,
2002). Esses dados confltantes podem mais uma vez ter relagdo com a
concentragdo empregada ou com a variedade botanica da prépolis utilizada no
estudo. A densidade vascular ao décimo quarto dia foi substancialmente mais baixa,
e nao mostrou diferenga entre os grupos, corroborando os relatos de Mandelbaum et
al. (2003), que afirmam que nas fases tardias do reparo a vascularizagao é
inconspicua, cedendo espago a sintese ativa, deposigao e remodelagdo do colageno
(BARRETO, 2008). Os resultados encontrados no presente estudo corroboram os

achados relacionados ao décimo quarto dia segundo Mandelbaum et al. (2003).

Segundo Barreto (2008), ha de se considerar que a intrincada interagdo da rede
microvascular com componentes de matriz extracelular, que caracteriza a reacéo de
granulagao, funciona como reservatério complexo de fatores de crescimento que

estimulam a proliferacdo e migragao fibroblastica para o interior da ferida, além de
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aumentar o aporte de oxigénio na area lesada, garantindo uma melhor sintese de
colageno. A medida que o colageno é depositado e maturado, ocorre compressao
de vasos sanguineos e capilares, levando as células endoteliais a sofrerem
apoptose, de maneira tal que a reagao de granulagédo ricamente vascularizada é
substituida progressivamente por tecido cicatricial relativamente hipocelular e
hipovascular (DESMOULIERE et al., 1996).

Segundo Balbino, Pereira e Curi (2005), alguns sinalizadores contribuem para a
formacdo de novos vasos. O primeiro deles € o VEGF. Atualmente a familia do
VEGF inclui o VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFE e o PLGF. O VEGF-A
esta sendo identificado como o principal regulador da vasculogénese e angiogénese
durante o desenvolvimento (GALE, YANCOPOULOQOS, 1999). Os macrofagos e os
queratinécitos da regidao em reparo aumentam de forma pronunciada a expressao
génica de VEGF-A (BROWN et al., 1992; FRANK et al., 1995), e seus receptores
estdo aumentados nos vasos sanguineos do tecido de granulacdo (LAUER et al.,
2000; PETERS et al., 1993). A associagao destes fatos por si s6 € um indicativo forte
de sua participagcdo na angiogénese. Esta hipétese foi recentemente reforgada pela
demonstracédo de que a sua neutralizagdo por anticorpos reduz a angiogénese, a
formagao de tecido de granulagdo e o acumulo de fluidos em regides que sofreram
lesdo (HOWDIESHELL et al., 2001).

A sintese e deposicao de matriz extracelular e a neoformagao capilar representam
eventos-chave no processo de cicatrizacdo da pele. O potencial cicatrizante de
produtos naturais como a prépolis tem sido cada vez mais estudado, levando-se em

conta a disponibilidade e o baixo custo destes produtos (FERREIRA et al., 2007).

Ferreira et al. (2007) avaliaram o efeito da forma farmacéutica pomada de prépolis
(pomada C) na neoformacéo capilar e na morfogénese de fibras colagenas no
tecido cicatricial, em feridas excisionais em ratos Wistar. No dorso de cada animal,
com auxilio de um demarcador de area conhecida, foram feitas duas feridas. A
ferida esquerda, experimental, recebeu tratamento diario com pomada de prépolis.
Sobre a ferida direita, controle, aplicou-se apenas a base da pomada. Os animais
foram sacrificados em 4,7,10 e 14 dias apos o inicio do tratamento. Aos 4 dias de

tratamento, ndo houve diferenga no numero de capilares sanguineos entre feridas



93

tratadas e controles. Aos 7 dias, apesar do pico na angiogénese, em ambos os
grupos, as feridas tratadas com a pomada de propolis apresentaram menos
capilares sanguineos (p<0,05); aos 10 e 14 dias o numero de capilares nas feridas
controle e tratadas declinou (remodelagdo), sendo mais acentuado nas feridas
controle, de modo que as feridas tratadas com a prépolis apresentaram um numero
maior (p<0,05) de capilares nas fases mais tardias do reparo. Estes resultados
sugerem uma agao modulatoria da prépolis na neoformacgao capilar, especialmente

nas fases mais tardias da cicatrizagao.

O tratamento da lesao epitelial do grupo controle laser de baixa poténcia por 3 e 7
dias diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (TABELA 13), quando
comparados com os periodos de 14 e 21 dias sobre a contagem de vasos
sanguineos do tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, aumentando

a contagem de vasos sanguineos.

Tabela 13
Efeito do grupo controle laser sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra s Desvio
, . Mediana ., Média n
Periodos minima (Med) maxima M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 3,00 0,42 0,81 a
7 dias 0,00 0,00 1,00 0,13 0,33b
14 dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 c
21 dias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis.

O tratamento da lesédo epitelial do grupo controle prépolis por 3 e 7 dias diferiu
estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01) (TABELA 14), quando
comparados com os periodos de 14 e 21 dias sobre a contagem de vasos
sanguineos do tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, aumentando

a contagem de vasos sanguineos.
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Tabela 14
Efeito do grupo controle prépolis sobre a contagem de vasos sanguineos do tecido

conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra . Desvio
, . Mediana ., Média -
Periodos minima (Med) maxima M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 2,00 0,16 0,45 a
7 dias 0,00 0,00 4,00 0,29 091b
14 dias 0,00 0,00 1,00 0,04 0,20 c
21 dias 0,00 0,00 1,00 0,03 0,16 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

O tratamento da lesao epitelial do grupo associado ao laser de baixa poténcia e
propolis 5% por 3 e 7 dias diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01)
(TABELA 15), quando comparados com 14 e 21 dias sobre a contagem de vasos
sanguineos do tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, com

aumento na contagem de vasos sanguineos .

Tabela 15
Efeito da associacdo de laser e propolis a 5% sobre a contagem de vasos

sanguineos do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra L Desvio
, . Mediana ., Média n
Periodos minima (Med) maxima (M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 4,00 0,53 1,12 a
7dias 0,00 0,00 3,00 0,32 0,78 b
14 dias 0,00 0,00 1,00 0,08 0,29 c
21 dias 0,00 0,00 1,00 0,08 0,29 c

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Segundo Kitchen (2003) o laser terapéutico de baixa poténcia atua nas feridas com
o estimulo a microcirculagdo, garantindo um aporte eficiente de elementos
nutricionais e defensivos para regidao lesada, favorecendo sua regeneragao. Este

estimulo a microcirculacdo aumentaria o aporte de elementos nutricionais, associado
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ao aumento da velocidade mitética, facilitaria a multiplicagdo das células (SILVA et
al., 1998; TAVARES; MAZZER e PASTORELLO, 2005), assim como a
neovascularizagdo, o que também contribuiria para a cicatrizacdo (ROCHA et al.,
2003; ROCHA-JUNIOR et al., 2006; VIEIRA, 2006; MILLIS et al., 2008 ).

Apos realizagao de estudo para investigar o comportamento de feridas cutaneas
submetidas a tratamento de laser de baixa intensidade, Rocha Junior et al. (2007)
afirmaram, como resultado, o aumento da neovascularizacdo e proliferagdao de
fibroblastos, bem como a diminuicdo da quantidade de processos inflamatoérios nas

lesdes cirurgicas submetidas ao laser o tratamento.

Lima (2009) observou uma diminui¢ao significativa no conteudo de hemoglobina nos
dias 7 e 14 apds o tratamento com propolis. Essa diferenca foi confirmada pela
anadlise morfométrica dos implantes mostrando um numero de vasos

significativamente menor no grupo tratado em comparag¢ao ao grupo controle.

O tratamento da lesao epitelial do grupo associado ao laser de baixa poténcia e
propolis 10% por 3 dias diferiu estatisticamente (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01)
(TABELA 16), quando comparado a 7, 14 e 21 dias sobre a contagem de vasos
sanguineos do tecido conjuntivo em ratos durante os periodos tratados, aumentando

a contagem de vasos sanguineos.

Tabela 16
Efeito da associacdo de laser e propolis a 10% sobre a contagem de vasos

sanguineos do tecido conjuntivo de ratos durante os periodos tratados

Amostra . Amostra 1 Desvio
, . Mediana .. Média -
Periodos minima (Med) maxima M) Padrao
(AMin) (AMax) (DP)
3 dias 0,00 0,00 3,00 0,47 0,83 a
7dias 0,00 0,00 1,00 0,07 0,27 b
14 dias 0,00 0,00 1,00 0,05 0,22 b
21 dias 0,00 0,00 1,00 0,06 0,24 b

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1%
pelo Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Pereira et al. (2006) utilizaram 18 ratos, divididos em trés grupos experimentais:
grupo controle, grupo prépolis 5% e grupo propolis 10%,contendo 6 ratos por grupo.
A analise microscopica mostrou para todos os grupos, aos 3 dias, uma ferida
recoberta por pseudomembrana com tecido de granulagdo subjacente com rico

infiltrado inflamatdrio, MN e moderada vascularizacao.

Peruchi et al. (2001), ao compararem a cicatrizagdo subcutanea induzida em ratos
com uma solugdo alcodlica de propolis a 10% e 30%, perceberam que ambas
solugdes estimularam a reparagao tecidual, com formagao neovascular significativa,
seguida por regeneragao tecidual rapida, apesar do resultado das lesbes tratadas

com solucao a 30% ser mais lento do que a tratada com solucédo a 10%.

De acordo com Barreto (2008), a densidade vascular ao décimo quarto dia foi
substancialmente mais baixa, corroborando os relatos de Mandelbaum et al. (2003),
que afirmam que nas fases tardias do reparo a vascularizagdo € inconspicua,

cedendo espacgo a sintese ativa, deposi¢céo e remodelagédo do colageno.

Dados recentes obtidos in vitro ou em estudos com animais indicam que os
flavonoides podem também alterar a fungcdo das células, independentemente do seu
poder antioxidante (KIM et al., 2006), afetando todo o processo de carcinogénese
por mecanismos diferentes. Uma vez que € sabido que a neovascularizacao
representa um processo fundamental no crescimento do tumor, invasdo e
metastases, um grande interesse cientifico tem desenvolvido nos ultimos anos sobre
os potenciais inibidores de angiogénese. Entre os produtos naturais da saude,
flavonoides na dieta tém mostrado possuir efeito antiangiogénico, inibindo varios
passos importantes para o crescimento de novos vasos: uma deficiéncia de
expressdo do VEGF por flavonoides diferentes tem sido documentada (LAMY,
BEDARD, LABBE, et al., 2008; SINGH-GUPTA, ZHANG, BANERJEE et al., 2009).
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Laser + Prépolis 5% 0.53 0.32 0.08 0.08
Laser + Propolis 10% 0.47 0.07 0.05 0.06

Grafico 03 - Comparacgao entre as médias de vasos sanguineos dos tecidos conjuntivos dos ratos
submetidos aos tratamentos nos quatro periodos.

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da UNIFENAS, 2010.
Notas: Letras iguais indicam nao significancia e letras diferentes indicam significancia ao nivel de 1% e 5% pelo Teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis.

Os resultados obtidos neste trabalho, associados a reviséo literaria, sugerem que o
laser de baixa intensidade, 658nm, 15mW de poténcia, 3 J/cm? assim como a
solugao de propolis a 5% e 10%, sao indicativos para tratar feridas, sendo efetivos
no processo inicial de cicatrizagdo, no periodo de 3 e 7 dias, sejam usados
individualmente ou em associacdo de ambos. Portanto, podem ser considerados
como mais um recurso de baixo custo, usados por profissionais da area de saude

para tratar feridas, tornando-se um tratamento acessivel a populacéo.

Ainda assim, segundo Tavares et al. (2005), restam alguns questionamentos a
serem respondidos, com relagao ao laser de baixa intensidade, tais como: dose ideal

para um determinado tratamento, tipo de laser a ser utilizado, fase da inflamacéao
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ideal para intervencdo laserterapica, ja que, metodologicamente, sao utilizados
diferentes tipos de laser, com diferentes comprimentos de onda, poténcia do laser e

dosagens, o que pode explicar achados contraditorios (POSTEN et al., 2005).

Outra questao a ser considerada diz respeito a escassez de estudos terapéuticos da
prépolis em feridas, e a consisténcia metodologica dos estudos existentes, ja que
alguns fatores como a falta de padronizag&o sobre locais de coleta, formas utilizadas
em sua extragdo, entre outros, podem influenciar no resultado (BARBOSA et al.,
2009).

Sugerem-se novas pesquisas com o intuito de analisar outros fatores envolvidos no
processo de inflamagdo e cicatrizagdo que ndo sejam apenas a contagem de

fibroblastos e vasos sanguineos, objetivos deste estudo.
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7 CONCLUSOES

Do presente estudo pdde-se concluir que:

1. Em relagado a cicatrizagdo das feridas nos grupos comparados pdde-se constatar
que o laser de baixa poténcia, 658nm, exerceu uma agao mais efetiva nos dias
iniciais da cicatrizagdo. Ao comparar ao grupo controle, houve uma taxa de
cicatrizagdo mais intensa em relagéo a todo o processo de cicatrizagao (3, 7, 14
e 21 dias);

2. O uso de prépolis a 5% promoveu uma agao mais efetiva na fase inicial da
cicatrizagdo (7 dias). Em comparagdo ao grupo controle, houve uma taxa de
cicatrizagdo mais intensa em relagao a fase exsudativa e proliferativa (3 e 7 dias)

do processo de cicatrizagao.

3. O uso de prépolis a 10% promoveu uma acgao efetiva nas fases exsudativa e
proliferativa do processo de cicatrizagdo (3, 7 e 14 dias). Esses resultados

também se aplicam ao se comparar com o grupo controle.

4. Ambos os recursos laser de baixa poténcia 658nm e prépolis a 5% promoveram
uma agao efetiva na fase inicial da cicatrizacdo, sendo a taxa de cicatrizacdo do

laser maior em 14 e 21 dias, quando comparados 0s grupos.

5. Ambos os recursos laser de baixa poténcia 658nm e propolis a 10% promoveram
uma agao efetiva na fase inicial da cicatrizacdo, sendo a taxa de cicatrizacdo do

laser maior em 14 e 21 dias, quando comparados 0s grupos.

6. Ao comparar os grupos propolis a 5% e a 10% verificou-se uma agao efetiva na
fase inicial (3 e 7 dias) da cicatrizagcdo em ambos os grupos, sendo a taxa de

cicatrizagdo maior no grupo de propolis a 10%.
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A associagao dos recursos laser de baixa poténcia 658nm e propolis a 5%
promoveram uma agao efetiva em todo o processo de cicatrizagao (3, 7, 14 e 21
dias), quando comparados aos grupos controle laser, controle propolis, prépolis a

5%, propolis a 10% e laser de baixa poténcia 658nm.

A associagao dos recursos laser de baixa poténcia 658nm e propolis a 10%
promoveram uma acado menos efetiva em meados e ao final do processo de
cicatrizagao (14 e 21 dias). Quando este grupo foi comparado aos demais grupos
controle laser, controle prépolis, propolis a 5%, propolis a 10% e laser de baixa
poténcia 658nm, verificou-se uma acéo efetiva na fase inicial do processo de

cicatrizagao (3 dias).

Nao houve efeitos deletérios do uso do laser de baixa poténcia 658nm e da

propolis a 5% e a 10% em ratos no processo de cicatrizagéao.

10.Tanto o laser de baixa poténcia 658nm, quanto a prépolis a 5% estimularam a

neoangiogénese na fase inicial do processo de cicatrizagao (3 dias). Ao comparar
0s grupos laser e propolis a 5% com os respectivos grupos controles, verificou-se
apenas estimulo a neoangiogénese da propolis na fase inicial do processo de
cicatrizagdo (3 dias) e do laser em meados e final do processo de cicatrizagao
(14 e 21 dias).

11.A associacdo do laser de baixa poténcia e da propolis a 5% estimularam a

neoangiogénese nas fases iniciais do processo de cicatrizagdo (3 e 7 dias)
quando comparados aos demais grupos controle laser, controle propolis, propolis

a 5%, propolis a 10% e laser de baixa poténcia 658nm.

12.A associacao do laser de baixa poténcia e da prépolis a 10% estimularam a

neoangiogénese na fase inicial do processo de cicatrizagdo (3 dias) quando
comparados aos demais grupos controle laser, controle propolis, prépolis a 5%,
propolis a 10% e laser de baixa poténcia 658nm; porém, foi menos efetivo

quando comparado com o grupo laser associado a prépolis 5%.
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