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ABSTRACT

Background: A great variety of natural products have been evaluated for the skin wound healing due to anti-inflammatory,
antioxidant and antibacterial activities, and procollagen synthesis, of which may be mentioned the honey and propolis. In
turn, low-level laser therapy (LLLT) is considered an important tool in the treatment of skin wounds, because of ability to
raise the ATP production, to stimulate the microcirculation, and formation of new blood vessels. Therefore, this study aimed
to assess the influence of LLLT, alone or combined with natural products, in the healing of excisional skin wounds in rats.
Materials, Methods & Results: One hundred twenty-six male Wistar rats, aged 14 weeks, were randomly divided into
seven groups (n = 18 per group) according to wound treatments: G1 (negative control): 0.9% saline solution; G2 (posi-
tive control): allantoin + zinc oxide ointment; G3: LLLT; G4: mixture of honey + 5% propolis hydroalcoholic solution;
G5: LLLT + mixture of honey + hydroalcoholic solution of 5% propolis; G6: LLLT + honey in natura; G7: LLLT + 5%
propolis hydroalcoholic solution. Six rats from each group were euthanized on the 7th, 14th, and 21th postoperative days.
Macroscopic and histological evaluations of wound healing were performed. A decrease in wound area occurred in all
groups, but in general G4 had the higher reduction and G1 and G3 had the lower reductions. These findings corresponded
to the percentage of wound contraction, since the largest contraction was G4 and the lowest contractions were G1 and
G3. Histological analysis showed no significant difference among groups on the 7th postoperative day. On postoperative
day 14, a significant decrease in hemorrhage occurred between G1xG4, G1xG5 and G1xG7, and a significant decrease in
congestion between G1xG7 and G2xGS5. In addition, intensity of the inflammatory infiltrate showed a significant reduction
between G1xG7, G2xG7 and G3xG7. On postoperative day 21, a significant changed from mixed to mononuclear inflam-
matory infiltrate was observed between G1xG3, G1xG4, G1xG6, G1xG7, G2xG3, and G2xG6. Regarding organization
of fibroblasts, there were differences between G1xG6 and G1xG7.

Discussion: Spite the red laser has been associated to in increase fibroblast proliferation, G3 showed inadequate decrease
in wound area and percentage of contraction. Histological examination showed no differences among groups in the inflam-
matory phase. However, in the proliferative and remodeling phases around days 14 and 21 were found some differences
among groups, which may be related to the actions of the natural products, or laser. Studies have shown that honey acts as
a repair and anti-inflammatory agent in skin wound that may be associated to lower hemorrhage in G4 and G4 compared
to G1 on day 14. Propolis is related to reduction of free radicals and increasing the amount of collagen, which may have
contributed for quality improvement of the inflammatory infiltrate in G4 and G7 compared to G1, and fibroblast organiza-
tion in G7 at postoperative day 21. In conclusion, macroscopically the mixture of honey + 5% propolis hydroalcoholic
solution was the most effective in reducing wound area and increasing wound contraction. However, based on the param-
eters evaluated histologically, may be highlighted the evolution of the treatments with LLLT + honey, as well as LLLT +
5% propolis hydroalcoholic solution.
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INTRODUCAO

Vérios produtos naturais tém sido avaliados no
tratamento de feridas cutaneas, devido as proprieda-
des anti-inflamatdrias, antioxidante, antibacterianas,
e sintese pré-coldgeno [10,11,23]. Entre os produ-
tos apicolas podem ser citados o mel e a prépolis
[7,10,15,16,18,23].

O mel é um produto viscoso que contém mais
de 200 substancias, tendo como composto primdrio
o actucar [16]. O mesmo parece ter capacidade de
erradicar a infec¢@o sem efeitos adversos; promover
reducdo da inflamacio, inchaco, dor e odor; bem como
estimular o processo cicatricial da ferida [10,15,19],
sendo efetivo no tratamento de vdrios tipos de feridas
cutaneas [18]. Mais de 300 constituintes tém sido iden-
tificados em amostras de propolis, porém as atividades
bioldgicas sdo atribuidas especialmente a presenca de
flavonoides, dcidos fendlicos e compostos aromaticos
[7,21,23]. J4 foi demonstrada a capacidade da prépolis
em acelerar a cicatrizacdo de feridas, inclusive em
modelos animais que mimetizam as feridas diabética
[7,21,22].

Por sua vez, a terapia laser de baixa intensidade
(TLBI) € considerada uma importante ferramenta no
tratamento de feridas cutineas, com capacidade de
atuar em vdrios niveis no processo de regeneracio
[1,24]. O tipo de laser utilizado, poténcia e duracio
da aplicacdo influenciam na acdo sobre tecido e re-
sultado [13,24]. Outra op¢ao que tem sido proposta é
a combinacdo da bioestimulacdo laser e tratamentos
farmacolégicos em feridas com condicdes de cicatri-
zacao enfraquecida [2].

Neste sentido, o presente estudo teve por ob-
jetivo avaliar a influéncia da TLBI, isolada ou combi-
nada com produtos naturais, na cicatrizagdo de feridas
cutaneas induzidas por modelo excisional em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Aquisi¢do das substdncias e laserterapia

Foram utilizados o mel in natura e o raspado de
prépolis na forma bruta do setor de apicultura da Fa-
culdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UNESP,
Botucatu). Antes do processamento, realizou-se a
cultura e isolamento bacteriano, no qual foi identifi-
cado Enterobacter cloacae e E. aerogenes na amostra
de raspado de prépolis. A amostra de mel apresentou
cultivo bacteriano negativo.

A preparacdo da solugdo hidroalcodlica de
propolis a 5% foi realizada com a mistura do raspado
da prépolis na sua forma bruta com édlcool (70%) e o
extrato etanoico foi diluido em dgua. Para a elaboragdo
da mistura de mel e prépolis, foram utilizados 2 mL
da solug¢do hidroalcodlica de prépolis a 5% para cada
10 g de mel. O mel foi utilizado na forma in natura.
Ap0s o processamento, realizou-se novamente o exame
microbiolégico da mistura, que se apresentou negativo.
Para a realizacdo da laserterapia utilizou-se laser de
baixa intensidade (laser RECOVER)! com dose de 50J/
cm?, poténcia =100 mW, tempo de 25 s.

Animais e ambiente de experimentacdo

Foram utilizados 126 ratos higidos da espécie
Rattus novergicus da linhagem Wistar, heterogenéticos,
machos inteiros, com idade de 14 semanas, e massa
corpérea entre 300 e 400 g. Os ratos foram alocados
individualmente em caixas plasticas e receberam dgua
e racdo comercial para ratos ad libitum. O ambiente
era climatizado, com controle de umidade e de luz
(ciclos de 12 h claro/escuro), temperatura de 22-25°
C e umidade entre 40 - 60% e as caixas foram limpas
a cada 48 h. O periodo de adaptagdo ao ambiente ex-
perimental foi de 10 dias.

Procedimento experimental

Os ratos foram submetidos a pesagem e o
protocolo anestésico foi realizado com associacdo de
xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de cetamina (75 mg/
kg) por via intraperitoneal. Posteriormente, realizou-se
tricotomia da regido tordcica dorsal, de aproximada-
mente 6 cm? e desinfeccdo com clorexidina (2%) da
mesma drea. Feridas cutaneas de 2 cm de didmetro
foram realizadas com auxilio de um “punch” metélico.
A pele e gordura subcutianea foram removidos com
auxilio de tesoura Metzembaum e pinga anatomica,
ambas estéreis. Preservou-se a fadscia muscular dorsal.
A hemostasia foi realizada pelo método de compressao
digital, utilizando-se gaze esterilizada.

Os ratos foram alocados, aleatoriamente, utili-
zando o programa Randomizer®, em sete grupos de 18
animais, de acordo com o tratamento da ferida: Grupo
1 (controle negativo): solu¢do salina (0,9%); Grupo
2 (controle positivo): pomada cicatrizante a base de
alantoina + 6xido de zinco (Alantol®)?; Grupo 3: TLBI,
Grupo 4: mistura de mel + solu¢@o hidroalcodlica de
prépolis a 5%; Grupo 5: TLBI + mistura de mel + solu-
c¢do hidroalcodlica de prépolis a 5%; Grupo 6: TLBI +
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mel in natura; Grupo 7: TLBI + solucio hidroalcodlica
de prépolis a 5%.

O tratamento foi realizado a cada 24 h e as
feridas foram limpas com gaze estéril umedecida em
solugdo salina (0,9%), antes da aplicacao das substan-
cias e uso do laser de baixa intensidade. A mistura de
mel e prépolis e o mel in natura foram aplicados com
auxilio de uma espdtula de madeira estéril. A solucdo
hidroalcodlica de prépolis a 5% foi aplicada por meio
de conta-gotas estéril. A TLBI foi realizada por ponto.

As feridas permaneceram sem curativo duran-
te todo o periodo de estudo. Realizou-se, também, a
observacdo do estado geral dos ratos e da ingestdo de
alimentos e dgua; avaliacdo macroscépica das feridas;
afericdo da temperatura retal e pesagem dos ratos.
Durante o estudo, ndo foi aplicado nenhum antibidtico.

A avaliagdo macroscépica foi realizada de
acordo com a presenca de hemorragia, presenga de
crosta, odor, presenga de edema e/ou pus e formagao
do tecido de granulacdo. Todos os animais tiveram suas
lesdes fotografadas por cimera digital durante todos os
dias do experimento para posterior avaliacdo da area
e contracao da ferida, usando o programa Image®. Os
tratamentos e as avalia¢des foram realizados por dois
avaliadores independentes e os dados, anotados em
ficha prépria e individual para cada rato.

Seis animais de cada grupo foram submetidos
as biopsias excisionais ap6s eutandsia com tiopental
sodico (120 mg/kg) associado com lidocaina sem va-
soconstritor (7 mg/kg) por via intraperitoneal. As euta-
ndsias foram realizadas em trés momentos: ao sétimo
dia, ao 14° dia e ao 21° dia apds o inicio do tratamento.

As feridas foram excisadas com margem de 1
cm de pele integra em torno da lesao, em profundidade
até a fascia muscular. As amostras foram colocadas
em frascos contendo formaldeido 10% tamponado
por 24 h e, posteriormente, mantidas em dlcool 70%
até a inclusdo em parafina. Cortes de 4 um foram ob-
tidos, sendo os fragmentos corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina (HE). Foram avaliadas as camadas
dérmicas, presenca de células de reacdo inflamatdria
e diferenciacdo celular. As ldminas foram observadas
no microscépio 6tico, com objetivas de 10x e 40x,
e as imagens registradas por fotomicrografia. Para a
andlise estatistica as varidveis hemorragia, congestao
e quantidade de infiltrado inflamatério foram classifi-
cadas com um escore semi-quantitativo de acordo com
a intensidade em leve (grau 1), moderada (grau 2) e

intensa (grau 3). Para as varidveis tlcera e atividade de
fibroblastos foi considerado como presente ou ausente.
No caso do infiltrado inflamatdrio este foi qualificado
como mononuclear ou misto (células mononucleares
e polimorfonucleares). Quanto a organizacao tecidual,
classificou-se como organizado ou desorganizado.

Swabs estéreis das feridas foram coletados no
quinto e no sétimo dia apds o inicio do tratamento, e
os mesmos foram enviados para cultura e isolamento
bacteriano.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados macroscopi-
cos em cada um dos grupos foi empregada a anélise
de variancia (ANOVA) para amostras repetidas, com
contrastes pelo método de Tukey e teste de Kolmo-
gorov-Smirnov. Para avaliagdo entre momentos foi
usado teste de Friedman para as varidveis que nao
obedeceram as caracteristicas da normalidade. Para
comparacdo entre os sete grupos, em cada momento
avaliado (7, 14 e 21 dias), empregou-se a andlise de
variancia para amostras independentes (ANOVA One
way) para dados normais, e teste de Kruskal-Wallis
para variaveis fora das condi¢des da normalidade. Dife-
rengas foram consideradas significativas com P < 0,05.
Com relagdo aos dados histolégicos empregaram-se 0s
teste qui-quadrado e teste exato de Fisher. Diferencas
foram consideradas significativas com P < 0,05.

RESULTADOS

A temperatura corpérea manteve-se dentro
dos padrdes fisioldgicos normais da espécie, variando
entre 36,2°C e 37,1°C (36,7 = 0,5°C). A massa cor-
pérea diminui entre o primeiro e segundo dia apds as
indu¢des, e aumentou a partir do terceiro dia. Nao foi
observado nenhum 6bito e nem sinais clinicos de in-
feccdo. Os swabs estéreis das feridas nao apresentaram
crescimento bacteriano e fiingico.

Avaliagcdo macroscopica

Em todas as feridas, ndo foi observada a pre-
senga de odor fétido, edema e/ou pus em todos os ratos
ao longo do tratamento.

No sétimo dia de pds-operatério, o aspecto da
ferida se associava principalmente ao produto aplica-
do, que mostrava impregnagdo no caso dos produtos
naturais. No 14° dia de pés-operatdrio ja se observa a
presenca de tecido de granulagdo e epitelizagdo das
bordas das feridas. No 21° dia de pds-operatdrio, todas
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as feridas estavam parcialmente cicatrizadas, sendo ob-
servada uma menor drea na tratada com mistura de mel
e solucg@o hidroalcodlica de prépolis a 5% (Grupo 4).
A Figura 1 ilustra o aspecto macroscépico das feridas.

Grupo Momento 2 Momento 3

Momento 1

| e

Grupo 1
Laser

Grupo 2
Mistura

Grupo 3
Laser e Mel

Grupo 4
Laser e Propolis |8

Grupo 5
Laser e Mistura

Grupo 6
Controle +

Grupo 7
Controle -

Figura 1. Imagens fotograficas da evolucdo da cicatrizacdo das feridas
tratadas com solug¢do salina 0,9% (Grupo 1), pomada cicatrizante a base de
alantoina e 6xido de zinco (Grupo 2), laser de baixa intensidade (Grupo 3),
mistura de mel e solu¢do hidroalcodlica de prépolis a 5% (Grupo 4), laser
de baixa intensidade e mistura de mel e solu¢do hidroalcodlica de prépolis
a 5% (Grupo 5), laser de baixa intensidade e mel in natura (Grupo 6), laser
de baixa intensidade e solug¢do hidroalcodlica de prépolis a 5% (Grupo 7),
aos sete, 14 e 21 dias de pds-operatdrio.

Mensuragdo da drea e da contragdo da ferida

Em relagdo as dreas das feridas na comparacio
do mesmo grupo entre momentos (M1: 7 dias; M2: 14
dias; M3: 21 dias) houve uma diminui¢ao significativa
da drea da ferida em todos os grupos (Tabela 1), sendo:

4

Grupo 1 -M1 vs M2 (P <0,05), M2 vs M3 (P
<0,001), M2 vs M3 (P < 0,01)

Grupo 2 - M1 vs M2 (P < 0,01), M1 vs M3
(P<0,01)

Grupo 3 - M1 vs M3 (P <0,01)

Grupo 4 - M1 vs M2 (P <0,01), M1 vs M3 (P
<0,01), M2 vs M3 (P < 0,001)

Grupo 5 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001)

Grupo 6 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001)

Grupo 7 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001), M2 vs M3 (P < 0,05)

Por sua vez, na comparagdo do mesmo mo-
mento entre grupos foi observada alteracdo das areas
das feridas (Tabela 1), sendo:

Momento 1 - G1 vs G4 (P <0,001), G1 vs G7
(P<0,01); G3vs G5 (P<0,01); G5 vs G7 (P <0,01)

Momento 2 - G1 vs G2 (P < 0,001), G1 vs
G4 (P < 0,001), G1 vs G6 (P < 0,001); G3 vs G5 (P
<0,001), G3 vs G6 (P < 0,001), G3 vs G7 (P < 0,05)

Momento 3 - G1 vs G2 (P < 0,05), G1 vs G4
(P <0,001), G1 vs G5 (P < 0,05), G1 vs G6 (P <
0,01), G1 vs G7 (P < 0,01); G2 vs G3 (P < 0,001),
G2 vs G4 (P < 0,05); G3 vs G4 (P < 0,001), G3 vs
G7 (P <0,001); G4 vs G5 (P < 0,05), G5 vs G7 (P
<0,01)

Em relacdo as contracdes das feridas na com-
paragcdo do mesmo grupo entre momentos (M1: 7 dias;
M2: 14 dias; M3: 21 dias) houve aumento significativo
em todos os grupos (Tabela 2), sendo:

Grupo 1 - M1 vs M2 (P <0,05), M2 vs M3 (P
<0,001), M2 vs M3 (P < 0,01)

Grupo 2 - M1 vs M2 (P < 0,01), M1 vs M3
(P <0,01)

Grupo 3 - M1 vs M2 (P < 0,05), M1 vs M3
(P<0,01)

Grupo 4 - M1 vs M2 (P <0,01), M1 vs M3 (P
<0,01), M2 vs M3 (P < 0,001)

Grupo 5 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001)

Grupo 6 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001)

Grupo 7 - M1 vs M2 (P < 0,001), M1 vs M3
(P <0,001), M2 vs M3 (P < 0,05)

Por sua vez, na comparagdo do mesmo momen-
to entre grupos foi observada altera¢io das contracdes
das feridas (Tabela 2), sendo:
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Momento 1 - G1 vs G4 (P < 0,01), G1 vs G7
(P<0,01),G4vs G5 (P<0,01),G5vs G7 (P <0,01),
G4 vs G6 (P < 0,05), G6 vs G7(P < 0,05)

Momento 2 - G1 vs G2 (P < 0,001), G1 vs
G4 (P < 0,001), G1 vs G5 (P < 0,001), G1 vs G6 (P
<0,001), G1 vs G7 (P <0,001); G3 vs G5 (P <0,01),
G3 vs G6 (P < 0,01), G3 vs G7 (P < 0,05) Momento
3-G1lvsG2(P<0,05), Gl vs G4 (P <0,001), G1 vs
G5 (P <0,05), G1 vs G6 (P < 0,01), Gl vs G7 (P <
0,01); G2 vs G3 (P < 0,01), G2 vs G4 (P < 0,05); G3
vs G4 (P <0,001), G3 vs G5 (P < 0,01), G3 vs G6 (P
<0,001), G3 vs G7 (P < 0,001)

Exame histopatologico das feridas

Na comparagdo entre momentos de cada grupo
nao foi observada diferenga significativa em relacdo a
presenca de crosta entre os momentos em nenhum dos
grupos avaliados. Contudo, com relagdo a hemorragia,
todos os grupos apresentaram diminui¢do significativa
nos momentos avaliados (M1: 7 dias; M2: 14 dias e
M3: 21 dias de pos-operatorio):

Grupo 1 - M2xM3 (P =0,0111)

Grupo 2 e Grupo 3 - MIxM3 (P = 0,0025);
M2xM3 (P =0,0138)

Grupo 4 e Grupo 5 - M1xM3 (P = 0,0025)

Grupo 6 - M1xM3 (P =0,0041)

Grupo 7 - M1xM2 (P = 0,0067); M1xM3 (P
=0,0041)

Em relac@o a congestdo, foi observada dimi-
nui¢do significativa em todos os grupos, excetuando o
grupo G1 nos momentos avaliados (M1: 7 dias; M2:
14 dias e M3: 21 dias de pds-operatorio):

Grupo 2 - M1xM3 (P = 0,0123); M2xM3 (P
=0,0157)

Grupo 3 e Grupo 4 - M1xM3 (P = 0,0025)

Grupo 5 - MIxM2 (P = 0,0123); M1xM3 (P
=0,0111)

Grupo 6 - M1xM2 (P = 0,0094)

Grupo 7 - M1xM2 (P = 0,0094); M1xM3 (P
=0,0183)

A intensidade do infiltrado inflamatério dimi-
nui significamente em todos os grupos nos momentos
avaliados (M1: 7 dias; M2: 14 dias e M3: 21 dias de
pos-operatério):

Grupo 1 - M1xM3 (P = 0,0025)

Grupo 2 e Grupo 4 - MIxM2 (P = 0,0138);
M1xM3 (P = 0,0025)

Grupo 3 - M1xM3 (P = 0,0025); M2xM3 (P
=0,0273)

Grupo 6 - Grupo 7 - M1xM2 (P = 0,0025);
M2xM3 (P = 0,0025)

Por outro lado, em relag@o a caracteristica do
infiltrado inflamatério ocorreu diferenca significativa de
infiltrado celular inflamatdrio misto para infiltrado celular
mononuclear somente nos grupos G3 e G6 nos momentos
(M1:7 dias; M2: 14 dias e M3: 21 dias de pds-operatério):

Grupo 3 e Grupo 6 - M1xM3 (P = 0,0152);
M2xM3 (P =0,0152).

Finalizando, com relacdo a organizacdo dos
fibroblastos foi observada uma diferenga significativa
de desorganizacdo dos fibroblastos para organizagdo
dos fibroblastos somente no grupo G6 nos momentos
avaliados (M1: 7 dias; M2: 14 dias e M3: 21 dias de
pés-operatdrio): M1xM3 (P =0,0152) e entre M2xM3
(P =0,0152).

Na comparagdo entre os grupos no sétimo dia
de pds-operatdrio ndo foram observadas diferengas sig-
nificativas em relacdo a presenca de crosta, hemorragia
e congestdo; intensidade e caracteristica do infiltrado
inflamatério; e organizacdo dos fibroblastos.

Com 14 dias de pds-operatério nao foram de-
tectadas diferengas estatisticas com relagdo a presenga
de crosta, caracteristica de infiltrado inflamatorio e
organizagado dos fibroblastos. No entanto, ocorreu dimi-
nui¢ao significativa quanto a hemorragia nos seguintes
grupos: G1xG4 (P = 0,0273), GIxGS5 (P = 0,0273)
e G1xG7 (P = 0,0094). Em relagdo a congestdo, foi
observada diminui¢do significativa no grupo G1xG7
(P=0,0123) e G2xG5 (P =0,0357). Além disso, com
relacdo a intensidade do infiltrado inflamatdrio ocor-
reu diminuicdo significativa nos grupos G1xG7 (P =
0,0438), G2xG7 (P = 0,0273) e G3xG7 (P = 0,0273).
Aos 21 dias de pés-operatorio nao foram detectadas di-
ferencas estatisticas com relacio a crosta, hemorragia,
congestdo e intensidade do infiltrado inflamatério. Em
relacdo as caracteristicas do infiltrado inflamatério foi
notada diferenca significativa de infiltrado inflamatério
misto para infiltrado inflamatério mononuclear nos
seguintes grupos: G1xG3 (P = 0,0034), G1xG4 (P =
0,0143); G1xG6 (P = 0,0034); G1xG7 (P = 0,0143);
G2xG3 (P = 0,0209); G2xG6 (P = 0,0209). Com re-
lacdo a organizacao dos fibroblastos ocorreu diferenca
significativa de desorganizacdo para organizagdo dos
fibroblastos nos grupos G1xG6 (P =0,0034) e G1xG7
(P=0,0143).

Nas Figuras 2 e 3 estdo ilustrados alguns
achados da aparéncia histolégica de feridas cutaneas.
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Tabela 1. Areas (cm?) das feridas induzidas em ratos Wistar ¢ avaliadas aos sete dias (M1), 14 dias (M2) e 21 dias (M3)
ap0s o inicio dos tratamentos com solucao salina 0,9% (G1), pomada cicatrizante a base de alantoina e 6xido de zinco (G2),
laser de baixa intensidade (G3), mistura de mel e solu¢do hidroalcodlica de prépolis a 5% (G4), laser de baixa intensidade
e mistura de mel e solugdo hidroalcodlica de prépolis a 5% (G5), laser de baixa intensidade e mel in natura (G6), laser de
baixa intensidade e soluc@o hidroalcodlica de propolis a 5% (G7).

Grupo Ml M2 M3
(Média + Desvio Padrdo)  (Média + Desvio Padrao) (Média + Desvio Padrio)
Gl 2,15 £ 0,377k 1,63 + 0,365« 0,92 +£0,27%
G2 1,76 + 0,68Aabede 0,81 + 0,298b<d 0,52 + 0,26
G3 1,56 + 0,324 1,23 + (,334B® 1,02 + 0,24Bacet
G4 1,14 + 0,134 0,79 + (0,228bcd 0,10 = 0,044
G5 2,14 + 0,234b¢ 0,57 = 0,108 0,51 0,118
G6 1,91 + 0,2742¢ 0,55 + 0,138 0,41 + 0,12BCbdefe
G7 1,23 + 0,384 0,71 £ 0,165 0,41 £ 0,20

Meédias seguidas de diferentes letras maitsculas na mesma linha diferem estatisticamente utilizando o Teste Tukey (P < 0,05).
Meédias seguidas de diferentes letras mindsculas na mesma coluna diferem estatisticamente utilizando o Teste Tukey (P < 0,05).

Tabela 2. Contragdo (%) das feridas induzidas em ratos Wistar e avaliadas aos sete dias (M1), 14 dias (M2) e 21 dias (M3) apds o inicio
dos tratamentos com solugéo salina 0,9% (G1), pomada cicatrizante a base de alantoina e 6xido de zinco (G2), laser de baixa intensidade
(G3), mistura de mel e solug¢do hidroalcodlica de prépolis a 5% (G4), laser de baixa intensidade e mistura de mel e solug@o hidroalcodlica de
prépolis a 5% (G5), laser de baixa intensidade e mel in natura (G6), laser de baixa intensidade e solu¢ao hidroalcodlica de prépolis a 5% (G7).

Grupo 1 Ml. ~ 1 M2. ~ (1 M3. ~
(Média = Desvio Padrio) (Média + Desvio Padrao) (Média = Desvio Padrao)
Gl 31,91 £ 11,74 48,09 + 11,65 70,62 + 8,6
G2 44,22 + 2], TAabe 74,36 + 9,418 83,49 + 8,28¢
G3 50,67 & 9,94a¢ 62,06 £ 10,98 67,43 + 7,58®
G4 63,59 & 4,34t 74,68 £ 7,18 96,68 + 1,5%
G5 31,98 + 7,34A%® 81,95 + 3,180 83,60 + 3,88
Go6 39,07 + 8,54 82,44 4+ 4,280 87,05 £ 4,108¢¢
G7 60,72 £ 12,14¢ 77,28 + 5,280 86,78 + 6,4C4

Médias seguidas de diferentes letras maidsculas na mesma linha diferem estatisticamente utilizando o Teste Tukey (P < 0,05). Médias
seguidas de diferentes letras mindsculas na mesma coluna diferem estatisticamente utilizando o Teste Tukey (P < 0,05).

\

Figura 2. Aparéncia histolégica de ferida cutinea de rato tratada com
laser de baixa intensidade e mel in natura (Grupo 6) aos 7 dias de pds-
operatério. Observe a presenga de fibroblastos ativados (seta branca), cé-
lulas inflamatérias polimorfonucleares (setas pretas) e célula inflamatdrias
mononucleares (asteriscos) [H&E; 40X].

Figura 3. Aparéncia histolégica de ferida cutanea de rato tratada com laser
de baixa intensidade e solug¢ao hidroalcodlica de prépolis a 5% (Grupo 7)
aos 21 dias de pds-operatdrio. Note a presenca de fibroblastos com colageno
em padrao linear [H&E; 40X].
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DISCUSSAO

Independente do tratamento nao ocorreu sinais
de infecc@o na avaliacdo macroscOpica, bem como
ocorreu auséncia de crescimento bacteriano ou flingico
pelo exame laboratorial de cultura das feridas, con-
firmando assim que as feridas se mantiveram limpas
durante todos os momentos de avaliacao.

Ao se avaliar as dreas das feridas no 7° dia de
pos-operatdrio foi possivel verificar que os valores do
Grupo 1 controle negativo (solugdo salina 0,9%) se
assemelhou ao do Grupo 5 (TLBI + mistura de mel
+ solugdo hidroalcodlica de prépolis a 5%), sendo
o menor valor do grupo Grupo 4 (mistura de mel +
solucd@o hidroalcodlica de prépolis a 5%), sugerindo
que exceto Grupo 5, todos os demais tratamentos atu-
aram de forma positiva na ferida até este momento. No
comparativo entre os trés momentos (7, 14, 21 dias)
todas as feridas mostraram diminuicdo da drea, sendo
a que apresentou melhor evolucao foi do Grupo 4 e a
pior foi do grupo controle negativo (G1) e grupo G3
(TLBI). Esses mesmos achados coadunaram com a
porcentagem de contracdo, ou seja, a maior contracio
foi de Grupo 4 e a menor do Grupo 1 e Grupo 3.

Desta forma, macroscopicamente o melhor
efeito foi obtido com a associagdo do mel e préopolis
(G4). Um estudo com feridas induzidas no pescogo de
ratos (1,5 x 1,5 mm) também mostrou o efeito sinérgico
do mel e prépolis em creme, com fase inflamatéria mais
curta, aumento do tecido de granulagdo e da angiogé-
nese, quando comparado aos produtos usados de forma
isolada [25]. Por sua vez, no 21° dia de pds-operatério
ao se comparar o laser de baixa intensidade com a
associa¢do do mel e propolis (G5) nota-se um efeito
negativo, mas ainda um pouco melhor comparada ao
laser de baixa intensidade e mel (G6) e laser de baixa
intensidade e solu¢ao hidroalcodlica de prépolis (G7).

A fase inflamatdria da cicatrizacdo envolve
a resposta vascular e as células inflamatérias, nota-
damente os neutréfilos [4,10], que corresponderia de
forma mais intensa ao primeiro momento de avaliacio
histolégica do presente estudo (sétimo dia de pds-
-operatdrio), embora tenha que se considerar a sobre-
posicao das fases de cicatrizac¢do [ 10]. Neste momento,
ndo foi possivel observar diferencas entre grupos com
relacdo a presenca de crosta, hemorragia e congestao;
intensidade e caracteristica do infiltrado inflamatdrio;
e organizagdo dos fibroblastos.

Tanto na fase proliferativa como na fase de
remodelacdo [4], na quais estdo as avaliacdes de 14
e 21 dias, ja foi possivel observar algumas diferencas
entre os grupos, o que pode estar relacionado as acdes
dos produtos naturais empregados, ou do laser.

Viérios estudos tém mostrado os efeitos
benéficos do mel no tratamento de feridas, tanto
como reparador como agente anti-inflamatério
[4,5,10,19,21-23]. O mel atua removendo residuos
e bactérias por meio da estimulac@o dos neutréfilos,
macréfagos e fagocitos [21]. Os mecanismos de a¢do
estdo relacionados ao perdxido de hidrogénio, alta
osmolaridade, acidez, fatores nao perdxidos, 6xido
nitrico e fendis [21]. Contudo, aos 14 dias de pds-
-operatério ao se analisar o Grupo 6 (TLBI + mel)
este ndo se distinguiu dos demais, porém nos grupos
em que fazia parte da composicao, ou seja, Grupo 4
(mistura de mel + solugdo hidroalcodlica de prépolis
a 5%) e Grupo 5 (TLBI + mistura de mel + solucdo
hidroalcodlica de prépolis a 5%), foram observadas
menor hemorragia em ambos os grupos em relagao
ao Grupo 1 (controle negativo) e menor congestiao
do Grupo 5 comparado ao Grupo 2 (controle positi-
vo). Ha também citacdo que o mel promove ativacdo
do plasminogénio, auxiliando no debridamento
autolitico, bem como acelera o desenvolvimento de
tecido de granulacao sauddvel [22]. Aos 21 dias de
pos-operatério notou-se uma melhora do infiltrado
inflamatério do Grupo 4 (mistura de mel + solugdo
hidroalcodlica de préopolis a 5%) em relacdo ao Grupo
1 (controle negativo), bem como do Grupo 6 (TLBI
+ mel) em relagdo ao Grupo 1 (controle negativo) e
Grupo 2 (controle positivo). Entretanto, com relac@o
a organizacao dos fibroblastos foi significativa apenas
no Grupo 6 em relagdo ao Grupo 1.

Importante citar que a producdo do mel sofre
a acdo de fatores ambientais, drea geogréfica e nutri-
mentos coletados das plantas, o que pode influenciar
na comparac¢do dos resultados entre estudos [10]. Desta
forma, a qualidade do mel estd associada aos diferentes
componentes ativos presentes na composi¢ao, incluin-
do glicose, frutose, flavonoides, polifendis e acidos
organicos [22,23] O mel empregado no atual estudo
se inclui na regido do Pdlo Cuesta do municipio de
Botucatu e ja foi caracterizado como de boa qualidade
nutricional [20].

Por sua vez, ao se analisar o laser de baixa
intensidade e solucao hidroalcodlica de prépolis a 5%
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(G7) notou-se aos 14 dias de pds-operatério diminui¢do
da hemorragia e congestdo comparado ao Grupo 1
(controle negativo), bem como diminuicdo do infiltrado
inflamatério tanto relativo ao Grupo 1 como Grupo 2
(controle positivo). A prépolis € considerada o terceiro
componente mais importante produzido das abelhas
[22]. H4 citacdes que a fase inflamatdria da cicatrizagao
de feridas é reduzida pela prépolis devido a reducao
do nimero de mastdcitos, células inflamatdrias e drea
fibrovascular [21]. Como o mel, a composi¢ao da pro-
polis depende das plantas, estacdo de coleta e espécie
de abelha, o que promove heterogeneidade quimica
[26]. O produto empregado no atual estudo tinha como
seus principais componentes compostos fendlicos
(flavonoides, dcidos aromaticos, benzopiranos), di e
triterpenos, e Oleos essenciais, entre outros [14]. A
prépolis auxilia na cicatrizagdo das feridas em virtude
da redugdo da acdo de radicais livres; pelas atividades
antiflingicas e antibacterianas, associadas a presenca
de flavondides, compostos fendlicos, terpenos e enzi-
mas; e por aumentar a quantidade de coldgenos tipo I
e II, o que auxilia na mais rdpida contragdo [21-23].
Provavelmente essas acdes tenham contribuido para
que, aos 21 dias de pds-operatdrio, o Grupo 4 (mistura
de mel + soluc¢ao hidroalcodlica de prépolis a 5%) e o
Grupo 7 (laser de baixa intensidade + solu¢do hidro-
alcodlica de propolis a 5%) tenham mostrado melhora
da qualidade do infiltrado inflamatério comparado ao
Grupo 1 (controle negativo), acrescido ainda de maior
organizagdo de fibroblastos no Grupo 7.

O laser de baixa intensidade usado no atual
estudo foi o arseneto de gélio e aluminio (Ga-Al-As),
aplicado na fluéncia de 50 J/cm? e poténcia de 100 mW.
Embora existam vdrias pesquisas com o emprego da
TLBI em feridas em ratos, em andlise sistemdtica foi
observado que a despeito da ampla varia¢do de poténcia
(9 a 500 mW) e fluéncia (1 a 60 J/cm?), os melhores
resultados foram com a combinagdo dos comprimen-
tos de onda (vermelho e infravermelho) [13]. O laser
vermelho parece atuar nas camadas mais superficiais
da ferida e o infravermelho nas mais profundas, sendo
que o primeiro parece ser mais eficaz na proliferacdo
de fibroblastos e o segundo na angiogénese [12]. No
atual estudo foi usado somente o comprimento de onda
660 nm (Laser vermelho), o que pode ter influenciado,
a0 menos macroscopicamente nos resultados. Ja que
aos 21 dias de pds-operatdrio a mistura de mel e solu-
¢a0 hidroalcodlica de prépolis a 5% (G4) apresentou

menor drea de ferida comparada a mistura de mel e
solucdo hidroalcodlica de prépolis a 5% e laser (G5),
embora sem diferenca na porcentagem de contracao.
Além disso, o Grupo TLBI (G3) ndo diferiu na 4rea e
porcentagem de contracdo da ferida do grupo solugdo
salina 0,9% ou grupo controle negativo (G1), aos 21
dias de pés-operatorio.

Por outro lado, estudos tém citados efeitos
positivos do laser em feridas cutineas por induzir
a proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais,
sintese de coldgeno, angiogénese e re-epitelizacio
[12], entre outros. Contudo, pela andlise histol6gica
do presente estudo, o grupo exclusivamente de TLBI
(Grupo 3) atuou principalmente com relagao ao infil-
trado inflamatdrio, que foi menor aos 14 dias com-
parado ao Grupo 7 (TLBI + solucdo hidroalcodlica
de prépolis a 5%) e apresentou melhora da qualidade
em relacdo ao Grupo 2 (controle positivo) aos 21 dias
de pds-operatorio.

No atual estudo o laser foi aplicado diaria-
mente. Também neste quesito hd grande variedade
nos estudos com Ga-Al-As em feridas de ratos, com
uso diario ou em dias alternados [3,8,9,17]. Contudo,
a escolha deve incluir também a fluéncia e poténcia
do equipamento, sendo a primeira no atual estudo
de 50 J/cm2. Um estudo que avaliou a fluéncia de 30
J/em2 ou 60 J/cm?, aplicada diariamente em feridas
de 12 mm em didmetro induzidas nas costas de ra-
tos, concluiu que a fluéncia de 60 J/cm2 foi a mais
efetiva em estimular a angiogénese e maturacdo do
tecido cicatricial, porém o grupo tratado com 6leo
apresentou maior proliferacdo de fibroblasto [8]. A
condicdo do tecido € critica na determinagdo da dose,
j4 que doses baixas ndo promovem efeitos bioldgicos
e altas doses podem inibir as fun¢des celulares [6]. Ao
se comparar histologicamente os grupos com produto
natural e laser, o Grupo 7 (TLBI + solu¢do hidroal-
codlica de prépolis a 5%) se distinguiu aos 14 dias
de pds-operatdrio, pela diminui¢do da hemorragia,
congestdo e infiltrado inflamatério. Porém, aos 21 dias
de p6s-operatorio, embora a melhora da qualidade do
infiltrado inflamatdrio e organizagdo de fibroblastos
tenha sido significativa neste Grupo, 0 mesmo ocorreu
no Grupo 6 (TLBI e mel).

CONCLUSAO

Macroscopicamente a mistura de mel e solucio
hidroalcodlica de propolis a 5% foi a mais efetiva em
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