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RESUMO

MOURA, Sandra Aparecida. Lima de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Junho de
2004. Desenvolvimento de modelo experimental para estudo do processo de
cicatrizacdo por segunda intencdo de feridas cutéaneas em coelhos, utilizando
extratos da prépolis verde de Minas Gerais-Brasil. Orientador: José Anténio
Viana. Conselheiros: Marlene Isabel Vargas Vil6ria e Joaquim Hernan Patarroyo
Salcedo.

Foi verificado a eficacia dos diferentes extratos da propolis (aquoso - PA) e
(etandlico - PE) na concentracdo de 5% utilizando como veiculo a vaselina e lanolina,
no tratamento de feridas, produzidas experimentalmente em 20 coelhos divididos em
quatro grupos segundo o tratamento (Prépolis aquosa 5%, propolis alcoolica 5%,
Vaselina e sem tratamento). Para tanto, acompanhou-se a evolucdo do didametro das
feridas durante o processo de cicatrizagdo por segunda intencdo, por meio da aplicagdo
de um indice proposto, ICRF (indice Clinico de Recuperagio de Feridas).Foram
observadas também a presenca e intensidade do edema, exsudato e crosta pela aplicacéo
de Escores que variaram de zero a trés. Também foram realizados exames histoldgicos.
A aplicacdo do ICRF revelou a formacdo de uma crosta densa, ressecada e muito
aderida a ferida, que quando arrancada, prejudicou o processo de cicatrizacdo,
impossibilitando a mensuracdo do real didmetro da ferida no grupo nao tratado
(Testemunho), fato ndo observado para os demais grupos analisados e comprovado no
exame histoldgico. Os resultados das analises histoldgicas ndo identificaram qualquer
interferéncia das substancias testadas, demonstrando a evolucdo uniforme em todas as
fases da cicatrizacdo para todos o0s grupos estudados. Os resultados obtidos
demonstraram que, 0 modelo experimental e a metodologia é adequada para aplicacdo
em estudos futuros de observagéo da evolucdo da cicatrizagéo de feridas por segunda

intencdo.



ABSTRACT

MOURA, Sandra Aparecida Lima de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, June of
2004. Development of experimental model for study of the cicatrization
process for second intention of cutaneous wounds in rabbits, using extracts of
the green propolis from Minas Gerais-Brazil. Advisor: Jose Antonio Viana.
Conmittee members: Marlene Isabel Vargas Vildria and Joaquim Hernéan Patarroyo
Salcedo.

The effect of different propolis extracts (aqueous - PA and ethanolic - PE) at the
concentration of 5% was investigated in the treatment of wounds using vaseline as
lanoline vehicle. The wounds were experimentally produced in 20 rabbits divided in
four groups according to treatment (aqueous propolis 5%, alcoholic propolis 5%,
vaseline and no treatment). For that, the evolution of the diameter of wounds was
followed up during the process of healing by second intention through the application of
an index, ICRF (Clinical Index of Recovery of Wounds). The presence and intensity of
edema, exudate and scab were also analised through the application of scores varying
from zero to three. Histological examinations were also carried out. The ICRF index
revealed the formation of a very dense and dried scab, strongly adhered to the wound,
which hindered the healing process in the untreated group ( control ) when pulled out.
These results are in agreement with the histological examination. This impossibilitated
the accurate mensuration of the wound in this group, which did not occurr for the
others. The histological analyses did not identify any interference of the tested
substances on the healing process, demonstrating an uniform evolution in all the phases
of healing for all the groups. The results obtained demonstrated that the methodology is
well suited for application in future studies of observation of the evolution of the wound

healing by second intention.
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RESUMO

MOURA, Sandra A. Lima, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2004.
Desenvolvimento de modelo experimental para estudo do processo de
cicatrizagdo por segunda intengdo de feridas cutaneas em coelhos,
utilizando a propolis verde de Minas Gerais-Brasil. Orientador: José Antonio
Viana. Conselheiros: Marlene Isabel Vargas Viloria e Dejair Message.

Foi verificado a eficacia dos diferentes extratos da propolis (aquoso - PA) e
(etandlico - PE) na concentracdo de 5% utilizando como veiculo a vaselina e lanolina,
no tratamento de feridas, produzidas experimentalmente em 20 coelhos divididos em
quatro grupos segundo o tratamento (Prépolis aquosa 5%, propolis alcoolica 5%,
Vaselina e sem tratamento). Para tanto, acompanhou-se a evolucdo do didametro das
feridas durante o processo de cicatrizacdo por segunda intencdo, por meio da aplicagdo
de um indice proposto, ICRF (indice Clinico de Recuperagio de Feridas).Foram
observadas também a presenca e intensidade do edema, exsudato e crosta pela aplicacéo
de Escores que variaram de zero a trés. Também foram realizados exames histoldgicos.
A aplicacdo do ICRF revelou a formagdo de uma crosta densa, ressecada e muito
aderida a ferida, que quando arrancada, prejudicou o processo de cicatrizacdo,
impossibilitando a mensuracdo do real didmetro da ferida no grupo nao tratado
(Testemunho), fato ndo observado para os demais grupos analisados e comprovado no
exame histoldgico. Os resultados das analises histoldgicas ndo identificaram qualquer
interferéncia das substancias testadas, demonstrando a evolugdo uniforme em todas as
fases da cicatrizacdo para todos o0s grupos estudados. Os resultados obtidos
demonstraram que, 0 modelo experimental e a metodologia é adequada para aplicacéo
em estudos futuros de observacdo da evolucdo da cicatrizacdo de feridas por segunda

intencdo.



ABSTRACT

MOURA, Sandra Lima, M.S., Federal University of Vigosa, July of 2004.
Development of experimental model for study of the cicatrization process for
second intention of cutaneous wounds in rabbits, using extracts of the green
propolis from Minas Gerais-Brazil. Advisor: Jose Antonio Viana. Council members:
Marlene Isabel Vargas Viléria and Dejair Message.

The effect of different propolis extracts (aqueous - PA and ethanolic - PE) at the
concentration of 5% was investigated in the treatment of wounds using vaseline as
lanoline vehicle. The wounds were experimentally produced in 20 rabbits divided in
four groups according to treatment (aqueous propolis 5%, alcoholic propolis 5%,
vaseline and no treatment). For that, the evolution of the diameter of wounds was
followed up during the process of healing by second intention through the application of
an index, ICRF (Clinical Index of Recovery of Wounds). The presence and intensity of
edema, exudate and scab were also analised through the application of scores varying
from zero to three. Histological examinations were also carried out. The ICRF index
revealed the formation of a very dense and dried scab, strongly adhered to the wound,
which hindered the healing process in the untreated group ( control ) when pulled out.
These results are in agreement with the histopatological examination. This
impossibilitated the accurate mensuration of the wound in this group, which did not
occurr for the others. The histological analyses did not identify any interference of the
tested substances on the healing process, demonstrating an uniform evolution in all the
phases of healing for all the groups. The results obtained demonstrated that the
methodology is well suited for application in future studies of observation of the

evolution of the wound healing by second intention.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos recentes avancos, da farmacologia e da biotecnologia no
desenvolvimento de drogas novas e potentes, para o tratamento de feridas, tem-se
intensificado a pesquisa de produtos naturais para auxiliar a cicatrizacdo, tais como
plantas e minerais. Dentre as substancias naturais mais amplamente utilizadas para a
cicatrizagdo de feridas cutaneas, destacam-se o mel e a propolis (Silveira & Raiser,
1995).

A proépolis € uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico
coletado pelas abelhas dos ramos, flores, pdlen, brotos e exsudados de plantas. Além
disso, na colméia as abelhas adicionam secrec¢des salivares a essa mistura (Ghisalberti,
1979).

Embora os mecanismos de acdo destes componentes ndo estejam completamente
esclarecidos varios trabalhos tém sido desenvolvidos e divulgados sobre as propriedades
bioldgicas da prépolis como, por exemplo, a antimicrobiana, antiflngica,
antiprotozoaria, antioxidante e antiviral (Marcucci, 1995). Seu emprego ja era descrito
pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo Egito (1700 a.C.) a “cera
negra” como era denominada, era utilizada como material para embalsamar os mortos.

Ao final do século XIX, durante a guerra da Africa do Sul, a propolis foi
amplamente utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes. Os gregos, dentre 0s
quais Hipdcrates, a adotaram como cicatrizante interno e externo (Vanhaelen, 1979).

Breyer (1984), mencionou que a propolis também foi usada pelos Incas nas
cirurgias de trepanacdo, para curar febres e infeccBes e que Aristoteles considerava a
prépolis como um remédio para os males da pele, as chagas e as supuragdes.

Segundo Lenhart (1986), durante a guerra dos Boeres (1899 a 1902) era a
propolis que encontrava maior aplicacdo na cicatrizacdo das feridas, tendo também a
propriedade de estimular a defesa do organismo, por elevar o indice protéico no sangue
e a fagocitose.

A pele estad exposta frequentemente a traumatismos e, qualquer interrupcdo na
continuidade da pele representa uma ferida. A cicatrizacdo entdo € a tentativa do
organismo de restaurar a integridade e funcdo dos tecidos apds uma lesdo (Davidson,
1992).

As feridas lacerantes, Ulceras, queimaduras, exérese de neoplasias e correcoes
cirargicas de defeitos cutaneos exigem tratamento especializado para se obter retorno

funcional e anatémico da regido.



A extensdo da perda cutanea dificulta ou até mesmo impossibilita a aproximacéao
das bordas, ocorrendo a cicatrizagao por segunda intencdo. Neste caso a cicatrizacdo €
um processo mais lento, podendo haver necessidade de dias ou mesmo semanas para
que a epitelizacdo se complete, 0 que podera produzir muitas vezes cicatrizes extensas,
retracdo cicatricial e elevacdo do custo do tratamento (Borges et al., 1999).

Diante da questdo exposta, 0 presente trabalho objetivou estudar e avaliar, de
forma sequencial, o efeito dos extratos aquoso e etanolico da propolis na concentracao
de 5% na cicatrizacdo de feridas cutaneas produzidas experimentalmente em coelhos,

sob a 6tica clinica e histologica.

2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo, responsavel pelo revestimento e delimitacéo,
representa 15% do peso corporal e é composta de trés camadas: epiderme, derme,
hipoderme ou tecido subcutaneo sendo a epiderme a camada externa, sem
vascularizagdo, formada por varias camadas de células. Tem como funcdo principal a
protecdo do organismo e a constante regeneracdo da pele. Impede a penetracdo de
microorganismos ou substancias quimicas destrutivas, absorve radiacédo ultravioleta do
sol e previne as perdas de fluidos e eletrolitos (Junqueira & Carneiro, 1999). A derme é
uma camada intermediaria, constituida por denso tecido fibroso, fibras de colageno,
reticulares e elasticas. Nela se situam 0s vasos, 0S nervos e 0S anexos cutaneos
(glandulas sebéaceas, sudoriparas e foliculos pilosos) e a hipoderme formada por tecido
conjuntivo frouxo, tendo como funcdo principal o depdsito nutritivo de reserva,
funcionando como isolante térmico e protecdo mecanica, e facilitando a mobilidade da
pele em relagdo as estruturas subjacentes (Scott et al., 1995; Banks, 1992; Junqueira &
Carneiro, 1999).

Segundo Banks, (1996) sua classificacdo pode ser feita de acordo com a
presenca de pélos (pele pilosa) ou auséncia (pele glabra). No caso da pele pilosa, os
pélos podem ser tateis ou ndo, tendo a fungdo de captar estimulos fisicos de contato. Os
pélos tateis podem ainda ser divididos em pélos sinusais (vibrissas) e pélos tilotriquios

(que se encontram espalhados entre 0s pélos normais).



N&o seria exagero dizer que a pele por si s6 é capaz de revelar muito sobre a
vida de um individuo. Nenhum 6rgéo torna tdo evidente a passagem dos anos, nem tao

marcante 0s traumas que possa ter sofrido durante sua vida (Scott .et al., 1995).
2.2. CLASSIFICACAO DAS FERIDAS

Uma ferida é qualquer interrupcdo na solucdo de continuidade do tecido
cutdneo-mucoso, acarretando alteracdes na estrutura anatémica, funcional e fisiolégica
dos tecidos afetados.

Para Dealey, (1996); e Slatter, (1998) as feridas podem ser classificadas:

A) Quanto a causa, em: cirurgicas, e ndo cirurgicas (feridas incisionais,
feridas laceradas, feridas perfurantes);

B) Segundo o tempo de cicatrizagdo: em agudas (ocorre a cicatrizagdo
dentro do tempo esperado) e crbnicas (a cicatrizacdo pode demorar
semanas, meses ou anos).

C) Quanto a presenca de microorganismos ou grau de contaminacao
em:

Cl) Feridas limpas sdo realizadas através de técnicas assepticas. Sdo feridas

recentes com menos de 6 horas, considerando-se uma populacdo de bactérias de

menos de 10° por grama de tecido. S&o fechadas por suturas, apés todos 0s vasos
sangrantes terem sido ligados cuidadosamente.

C2) Feridas contaminadas incluem feridas acidentais, e abertas com

procedimentos cirurgicos com quebras importantes na técnica asseptica. Tais

feridas apresentam uma populacdo de bactérias superior & 10° por grama de
tecido, sendo também consideradas assépticas e infectadas quando permanecem
abertas e com retencdo de tecido desvitalizado por tempo superior a 6 horas,
sendo este tempo influenciado pela viruléncia do agente contaminante.

Apresentam os sinais clinicos de inflamacdo caracterizados pelo aumento da

temperatura local, dor, edema e exsudacdo excessiva.

D) De acordo com a profundidade, em relacdo a camada tissular
envolvida (epiderme, derme, subcutéaneo e tecidos mais profundos, como musculos,
tenddes, 0ssos e outros), conforme figura 01, as feridas sdo classificadas em graus, 1, 11,
[11 e IV (Dealey, 1996; Novato, 2000).



= Grau I: sdo feridas nas quais ocorreu comprometimento apenas da epiderme.

= Grau Il: ocorre comprometimento com perda tecidual da epiderme e/ou
derme; os foliculos pilosos, os capilares e as glandulas.

= Grau Il existe comprometimento da epiderme, derme e hipoderme.

= Grau IV: ocorre comprometimento da epiderme, derme, hipoderme e tecidos

mais profundos.

il
Profundidade r.f Camadas da Pele
Sl Epiderme
Srau |
Derme
Grau Subcutineo
Grau I Misculo

Figura 01 - Camadas da pele e profundidade da ferida
Fonte: adaptado de (Banks, 1992)

2.3. CARACTERISTICAS CLINICAS DAS FERIDAS:

2.3.1. EXSUDATO

Para Dealey, (1996) as caracteristicas do exsudato sdo indicadores valiosos para

0 monitoramento da ferida. Segundo Stashak, (1991) os fluidos serosos e

sanguinolentos sdo considerados normais nas primeiras 48 a 72 horas. O exsudato



purulento é indicativo de um processo infeccioso. A quantidade de exsudato pode ser
estimada por observacao clinica e quantificada pela drenagem.

As células do exsudato inflamatorio sdo fonte importante de mediadores que
amplificam e mantém os fendmenos vasculares e exsudativos e que iniciam 0s

fendmenos reparativos e produtivos (Bogliolo, 2004).

2.3.2. TECIDO NECROTICO

Segundo Gomes (2000), o tecido necrético varia de coloragdo, desde a cores
preta, cinza, esbranquicada, marrom, até a esverdeada. Corresponde ao tecido morto,
desidratado, podendo estar presente também o pus e o material fibrinoso, que favorecem
a multiplicacdo de microorganismos. A crosta é um tipo de tecido desvitalizado, devido
a sua exposicdo ao ar, ocasionado pelo ressecamento e desidratacdo celular e que muitas

vezes mascaram o tamanho real da ferida.

2.3.3. TECIDO FIBROSO

Apresenta cor amarela, de consisténcia cremosa, devido a quantidade de
degradacéo celular. A fibrina pode recobrir toda a extensdo da ferida ou se apresentar

como pontos de fibrina recobrindo parcialmente a lesdo (Stashak, 1991).

2.3.4. TECIDO DE GRANULACAO

Stashak, (1991) relatou que o tecido de granulacdo aparece na ferida apés 3 a 4
dias da injdria. Para Dealey (1996), o tecido de granulacdo tem aspecto vermelho,
brilhante e Umido, enquanto o tecido doente tem aspecto palido-escuro. O topo dos
arcos capilares fazem com que a superficie tenha aparéncia granular, dai seu nome. Os
novos vasos anastomosam-se livremente e progressivamente diferenciam-se em

arteriolas e vénulas e podem sangrar espontaneamente (Scott et a.,1995).

2.3.5. EPITELIZACAO

Segundo (Dealey, 1996), a medida que o epitélio, nas margens das feridas,
comeca a se dividir rapidamente, a margem se torna ligeiramente elevada e adquire uma

coloragcdo azulada-résea. Quando o epitélio se espalha pela superficie da ferida, a
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margem fica plana e o tecido epitelial formado se caracteriza pela coloragdo branco-

rosada.

2.3.6. CROSTA

Novato (2000) relatou que antigamente, a crosta era considerada como uma
cobertura natural para proteger as feridas de bactérias e auxiliar na regeneracao epitelial.
Entretanto, tém-se notado que feridas sem crosta cicatrizam mais rapidamente, além do
fato de que fluidos podem se juntar embaixo da crosta e favorecer a infecgdo. A crosta
também pode interferir na cicatrizacdo, evitando a contragédo da ferida (Gomes, 2000).

A migracéo epitelial ocorre com maior rapidez quando a superficie da ferida esta
umedecida e bem oxigenada. Se uma escara, ou “casca” esta por cima da ferida, as
células migratorias promovem uma dissec¢do entre a matriz e os debris subjacentes,
mas 0 processo sofre certo atraso (Jones et al., 2000).

Dealey (1996), descreveu a constituicdo da crosta como a de um material
protéico do tecido desvitalizado, composto por colageno, fibrina, elastina e restos
celulares, podendo estar relacionada ao término do estagio inflamatério no processo de
cicatrizacdo. Os neutrdfilos tém uma vida util curta e podem morrer antes de serem
removidos. Em condic¢des adequadas para a cicatrizagdo, os macrofagos geralmente sdo
capazes de remover a crosta e ela desaparece a medida que a cicatrizacdo vai evoluindo.
A crosta geralmente apresenta cor branca/amarela. Também pode ser grossa,
endurecida, de cores preta, cinza ou marrom, constituidas predominantemente de tecido
necrotico (Peacock & Early, 1984; Dealey; 1996; Jones et al., 2000).

2.4. PROCESSO DE CICATRIZACAO

2.4.1. CICATRIZACAO

Um ferimento ou ferida é uma lesdo corporal fisica que resulta no rompimento
da continuidade normal das estruturas cutaneas. A cicatrizacdo do ferimento é a
restauracdo da continuidade (Probst, 1993).

Geralmente dois processos diferentes estdo envolvidos, a regeneracao, onde o
tecido lesionado é substituido por outro do mesmo tipo e sem sinais de lesdo prévia, e a
cicatrizagdo, cujo novo tecido é de natureza embrionéria e que, com o0 tempo, se

transforma em tecido adulto, chamado tecido cicatricial ou cicatriz (Acioly , 1991).



2.4.2. FASES DO PROCESSO DE CICATRIZACAO

A cicatrizagdo das feridas divide-se em trés series de eventos que podem
sobrepor-se, segundo Scott et al., (1995):

a) Inflamacdo (eventos vasculares e celulares).

b) Proliferacdo (neovascularizacao, contracao e epitelizacéo).

c) Remodelagéo.

2.4.3. FASE INFLAMATORIA

Primeira etapa desse processo, constituida pela resposta inicial do organismo ao
trauma. Ocorre com uma reagdo vascular e inflamatoria, que conduz a hemostasia, a
remocdo de restos celulares e de microorganismos. Imediatamente apds o trauma,
ocorre a vasoconstricdo que leva a parada do sangramento. Este processo envolve a
presenca de plaquetas, codgulos de fibrina que ativam a cascata da coagulacao,
resultando na liberacdo de substancias para formagdo da matriz provisoria. Esta matriz
constitui o suporte para a migracdo de células inflamatdrias, seguidas da ativacdo dos
mecanismos de protecdo e preparacdo dos tecidos para o desenvolvimento da
cicatrizacdo. A inflamacdo leva as conhecidas manifestacdes clinicas de calor, dor,
edema e perda da funcdo, sinais que podem ser minimos, transitorios ou duradouros. A
infeccéo intensifica e prolonga a inflamagdo (Peacock & Early, 1984; Scott et al., 1995;
Brasileiro Filho, et al., 1996; Slatter, 1998).

2.4.3.1. MUDANCAS VASCULARES

No estagio inflamatorio as principais mudancas vasculares sdo: vasoconstricao
arteriolar passageira, imediata a aplicacdo do estimulo inflamatorio (Brasileiro Filho, et
al., 1996). Ocorre ocluséo vascular no ponto do traumatismo, tendendo a controlar a
hemorragia. Esta resposta se prolonga por 5 a 10 minutos, sendo seguida por uma
vasodilatacdo ativa envolvendo todos os elementos da vasculares locais (Johnston,
1981). Inicialmente o sangue flui com rapidez através dos vasos dilatados, essa
velocidade pode se prolongar por minutos ou horas, dependendo da gravidade da leséo.
Certos mediadores quimicos e, principalmente as prostaglandinas sdo responsaveis pelo



relaxamento do musculo liso arteriolar e pela subseqliente dilatacdo e aumento da
circulacdo sanguinea capilar (Jones et al., 2000).

Com a abertura de todos os capilares, a quantidade de sangue que passa no local
aumenta. As vénulas menores se tornam dilatadas, mas as maiores sofrem pequena
constricdo, aumentando a pressao hidrostatica na microcirculacdo (Brasileiro Filho et
al., 1996). As forcas que mantém as trocas normais de fluidos (lei de Starling) ficam
conturbadas e o aumento da pressao hidrostatica vascular resulta na exsudacdo de um

fluido rico em proteinas para o espaco intersticial (Jones et al., 2000).

2.4.3.2. RESPOSTA CELULAR

A fase de debridamento comeca por volta de 6 horas apds o trauma e dura por
mais de 12 horas. A duracdo dessa fase € diretamente proporcional a quantidade de
restos celulares, ao tamanho da lesdo e ao grau de contaminacéo da ferida (Auer, 1992).

O fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) é quimiotatico para as
células inflamatorias, inclusive polimorfonucleares e mondécitos. Um papel do fator de
crescimento derivado das plaquetas consiste em mediar o recrutamento das células
inflamatdrias até os locais lesionados, dando assim inicio ao processo de cicatrizacao
(Slatter, 1998).

Estudos verificaram que o fator de crescimento derivado das plaquetas tem
efeito quimiotatico sobre os fibroblastos e que este fator pode mediar o recrutamento de
tais células até as feridas (Huang et al., 1988).

O primeiro evento € a marginacao leucocitaria, processo em que os leucocitos
deixam o centro da coluna sangliinea e passam a ocupar a superficie endotelial
(fendbmeno de rolamento) e finalmente migram através da parede das vénulas, passando
entre as células endoteliais por um processo passivo (Brasileiro Filho et al., 1996).

Inicialmente, as células predominantes sdo os leucocitos polimorfonucleares
(PMN), cujo papel principal é a destruicdo de bactérias, mas fagocitam também os
detritos celulares (Slatter, 1998). Os macrdfagos, mastdcitos, eosinofilos, linfocitos e
plasmocitos também sdo atraidos para o local da lesdo. Em contraste com o papel
desempenhado pelos neutréfilos nos processos de reparo, o subsequente influxo de
macrofagos até a area da lesdo €, isoladamente, o elemento mais critico na inducdo dos
mecanismos de reparo. Macrofagos derivados de mondcitos comegam a acumular-se no
local da ferida entre 2 a 5 dias ap6s a lesdo. O papel destas células é ajudar os

neutrofilos na fagocitose de microorganismos e debris teciduais, bem como na remocéo
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de neutrofilos exauridos. Mais importante ainda, os macréfagos liberam diversos fatores
de crescimento e citocinas, que sdo importantes na manutencdo da reacdo inflamatéria e
na iniciacdo, maturacao e controle do processo de cura da ferida (Jones, et al., 2000).
Todo processo de migracdo dos leucdcitos depende da liberagdo de substancias
quimiotaticas, que sdo capazes de orientar o movimento de células através de um
gradiente de concentracdo ( Brasileiro Filho et al., 1993; Banks, 1992).

Vinte e quatro horas ap0s a agressao, a exsudacao, especialmente de macréfagos
mondcitos, ja estd plenamente constituida e suas células invadem o codgulo com
velocidade de 0.2mm/dia, iniciando a digestdo dos coagulos e tecidos mortos (Bogliolo,
2004). Em 48 horas os fibroblastos do tecido conjuntivo das margens tornam-se
ativados, proliferam, migram em direcdo ao coagulo em reabsorcdo e comecam a
sintetizar os componentes da matriz extracelular (Brasileiro Filho et al., 1993).

A duragdo do estdgio inflamatorio depende de vérios fatores: o grau de
contaminacéo, a extensao do tecido lesado e a presenca de infeccdo. Uma ferida limpa,
na qual ndo ha agentes microbianos presentes, pode ser caracterizada por atingir o pico
de resposta inflamatoria em 3 a 4 dias. A progressdo da regeneracdo é acompanhada
pela diminuicdo gradual e continua das células inflamatorias (Banks, 1992).

2.4.4. FASE DE PROLIFERACAO

Segundo (Brasileiro Filho et al., 1993), é a segunda etapa do processo de
cicatrizagdo. Ocorre ap6s a reacdo inflamatdria inicial e compreende 0s seguintes
estagios: granulacdo, epitelizacdo e contracdo. A granulacdo é a formacdo de um tecido
novo, composto de novos capilares (angiogénese), da proliferacdo e da migracdo dos
fibroblastos responsaveis pela sintese de colageno (Stashak, 1991). Ao final ocorre a
epitelizacdo, que se constitui na etapa que levara ao fechamento da superficie da ferida,
por meio da multiplicacdo das células epiteliais a partir das bordas, ocorre reducéo da
capilarizacdo e aumento do colageno produzido. Alguns fibroblastos desenvolvem a
capacidade de se mover entre 0s materiais da matriz por mecanismos contrateis, a
contragédo reduz o tamanho da ferida, sob a acdo dos chamados miofibroblastos (Banks,
1992).



2.4.4.1. ANGIOGENESE E NEOVASCULARIZACAO

A neovascularizacao ocorre simultaneamente com o crescimento centripeto dos
fibroblastos a partir das margens da ferida. Com a leséo da microvasculatura no local da
ferida e com a formacdo de um trombo avascular, o tecido situado no centro da lesdo
fica isquémico e a hipdxia torna-se a forca propulsora subjacente a elaboracao, pelos
macrofagos, dos fatores de crescimento, mais notavelmente os fatores de crescimento
dos fibroblastos (FGFs) que favorecem tanto a migracdo dos fibroblastos como a
angiogénese (Jones et al., 2000).

As celulas endoteliais dos capilares intactos surgem através da membrana basal
da parede vascular e a partir das margens da ferida, em seguida, migram na direcdo do
espaco ocupado pela ferida, utilizando como substrato a matriz extracelular e
diferenciam-se formando novos tubos capilares. O broto capilar une-se ao capilar
genitor para que, entao, se restabeleca o fluxo sangtiineo (Bogliolo, 2004).

Desse modo, logo apds a exsudacdo dos fagocitos, um tecido conjuntivo
vascularizado cresce, preenchendo o espaco antes ocupado pelo codgulo. Esse tecido
conjuntivo frouxo, rico em capilares sangiineos, contendo leucdcitos e matriz
extracelular formada por fibras colagenas finas (colageno tipo Il1) acido hialurénico e
moderada quantidade de proteoglicanos, recebe o nome de tecido de granulagéo
(Brasileiro Filho et al., 1993).

A infiltracdo capilar da ferida em cicatrizacdo é importante para assegurar o
fornecimento 6timo de oxigénio para os fibroblastos, sem o qual ndo poderiam sintetizar

de forma adequada o colageno (Scott et al., 1995).

2.4.4.2. FIBROPLASIA

Com a ativacdo de macrdfagos na ferida e com a elaboracdo de fatores de
crescimento especificos, a matriz extracelular pode comecar a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e mais elastico, rico em colageno e células fibrilares
alongadas, contendo nucleos hipercromaticos roligos e ovoides que se distribuem no
local formando feixes ou fasciculos e sdo denominados fibroblastos (Jones et al., 2000).

Segundo Slatter (1998), os fibroblastos formam o elemento celular mais
importante, pois sdo responsaveis pela sintese de colageno e acompanham o endotélio
proliferado. Os fibroblastos depositam grandes quantidades de fibronectina na ferida

que é usada como uma espécie de “molde” para a producédo e deposicédo de fibroblastos
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e de colageno, de modo que, a medida que a ferida vai avangando em seu processo de
maturacdo, os proteoglicanos e a fibronectina sdo cada vez mais substituidos pelo
colageno, o principal componente estrutural da cicatriz.

Os fibroblastos sdo mais ativos em uma ferida por volta dos 14 a 21 dias e
avangam ao longo das linhas de fibrina dentro de um coéagulo e ao longo dos capilares
que estdo crescendo dentro de uma ferida. Inicialmente, a fibrina, os fibroblastos e
novas fibras colagenas sdo orientadas verticalmente numa ferida, mas apos 6 dias sdo
orientados de forma horizontal, paralela a superficie da ferida (Scott et al., 1995). Esse
alinhamento se deve a forca de tensdo produzida pela ferida (Slatter, 1998).

Ao mesmo tempo em que o colageno estd sendo produzido, alguns fibroblastos
diferenciam-se em células contrateis chamadas miofibroblastos. Estas células produzem
coldgeno, mas contém fibrilas musculares que se unem umas as outras para a obtencéao
de ponto de apoio no tecido de granulacdo comecam a exibir caracteristicas estruturais e
funcionais similares as células do musculo liso. De acordo com Banks (1996) essas
células sdo responsaveis pelo fenbmeno de contracdo da ferida, um processo em que 0
tamanho do espaco ocupado pela ferida é diminuido pela aproximagéo de suas margens.
Entretanto as contracOes excessivas podem gerar cicatrizes que causam perdas
funcionais e deformidades estéticas (Tateshita et al., 2001).

A fase fibroblastica da cicatrizacdo do ferimento se prolonga por 2 a 4 semanas,
dependendo da ferida. Com o aumento do contetdo de colageno, diminuem os
conteldos das glicoproteinas e mucopolissacarideos, bem como dos fibroblastos
sintetizadores. Os capilares comegam a regredir e a velocidade de producédo do colageno
cai, terminando por se equilibrar com a velocidade de destruicdo desta proteina,

marcando o fim do estégio de reparacdo (Scott et al., 1995; Slatter, 1998).

2.4.4.3. EPITELIZACAO

Nesta fase da ferida verifica-se a migracao celular somente sobre tecidos viaveis.
Esta migracdo é auxiliada por diferentes substratos, como ativadores da colagenase e
plasminogénio, assim como a presenca de fibronectina, que promove a adesdo de
celulas ao colageno (Alison, 1992).

Os estimulos responsaveis por essa migracdo S40 0S mesmos atuantes nos
fibroblastos, ou seja, fatores de crescimento, particularmente, o fator de crescimento
epidérmico (EGF) (Jones et al., 2000).
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A proliferagdo e migracdo epitelial sdo os primeiros sinais Obvios de
reconstrucdo e reparacdo. A reepitelizacdo do defeito epidérmico comeca dentro de 24
horas ap6s a lesdo e continua durante a formacdo do tecido de granulacdo (Scott et al.,
1995).

O fenbmeno que determina o deslocamento das células através do restante da
lamina basal ou ao longo dos depdsitos de fibrina € denominado orientagdo por contato.
Como ocorre com os fibroblastos, as células epiteliais migratérias interrompem seu
movimento quando entram em contato com uma célula semelhante (inibicdo por
contato). A medida que o epitélio sofre espessamento, as células tornam-se mais
colunares e a atividade mitdtica aumenta. Ocorre queratinizacdo nas celulas epiteliais
mais superiores da ferida, e a “casca da ferida” suprajacente afrouxa e € desalojada
(Slatter, 1998).

O novo epitélio possui uma superficie lisa com ligacdo fraca ao tecido
conjuntivo, de forma que pode ser facilmente traumatizado. Com o passar do tempo,
novas glandulas sebaceas e foliculos pilosos podem regenerar-se por diferenciacdo de

células migrantes (Scott et al; 1995).

2.4.5. MATURACAO E REMODELAGEM

Para Stashak (1991) € a terceira etapa do processo de cicatriza¢do. Trata-se de
um processo lento, que inicia-se com a formacdo do tecido de granulacdo e da
reorganizacdo das fibras de coladgeno proliferado, estendendo-se por meses apds a
reepitelizacdo. E responsavel pelo aumento da forca de trac&o.

A resisténcia de uma cicatriz conjuntiva fibrosa pode ser atribuida a deposicao
de colageno e a remodelagem das fibrilas de colageno onde sdo formados feixes
maiores dessa proteina, com maior namero de ligacfes covalentes transversais entre as
fibrilas. A formacéo dessas fibras maiores de colageno, apresentando uma quantidade
significativa de ligacbes cruzadas entre as fibrilas, explica a grande resisténcia ténsil
inerente as cicatrizes (Stashak, 1991; Slatter, 1998).

O processo de remodelagem da cicatriz envolve a continua producdo, digestdo,
agregacdo e orientacdo das fibrilas e fibras de colageno. Dependendo da natureza e
direcdo das tensdes aplicadas ao tecido, essas fibras de colageno sdo subseqiientemente
digeridas pela enzima colagenase e depositadas novamente em arranjos similares aos

ocorrentes no tecido adjacente ndo afetado. A medida que vai ocorrendo a remodelagem
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da cicatriz, as fibras de coladgeno ficam orientadas paralelamente as forcas direcionais
aplicadas sobre elas (Brasileiro Filho et al., 1993; Banks,1996).

Durante a remodelagem ocorre a diminuicdo da atividade celular e do nimero de
vasos sanglineos, perda do nucleo dos fibroblastos, levando a maturagdo da cicatriz
(Slatter, 1998).

Inicialmente, a cicatrizacdo tem aspecto plano; posteriormente, enrijece-se e se
eleva. Apds um determinado tempo, a cicatriz se torna mais clara, menos rigida e mais
plana e ocorre a sua reducdo. Apesar de ocorrer um aumento de resisténcia da cicatriz
por um tempo prolongado, ela permanece 15% a 20%, mais fraca que o tecido vizinho
(Auer, 1992).

2.5. CICATRIZACAO POR PRIMEIRA INTENCAO

E aquela onde as bordas da ferida sdo aproximadas por suturas cirdrgicas e a
cicatrizacdo ocorre sem contaminagdo bacteriana significativa e com perda minima de
tecido (Cotran & Robbins, 1996).

2.6. CICATRIZACAO POR SEGUNDA INTENCAO:

A cicatrizacdo por segunda intencdo ocorre nas lesbes com grande perda de
tecido, com exsudato abundante ou em feridas com margens traumatizadas ou naquelas
em que ndo houve juncdo das margens (Bogliolo, 2004). A cicatrizacdo por segunda
intencdo difere da de primeira intencdo por varios aspectos: inevitavelmente, grandes
defeitos tissulares, inicialmente, tém mais fibrina e mais restos necréticos e exsudatos
que devem ser removidos. Por via de consequéncia, a reacao inflamatoria é mais intensa
(Alison, 1992; Casaubon, 1993) e forma-se uma quantidade muito maior de tecido de
granulacdo (Mac Sween & Whaley,1992).

Nas grandes feridas abertas, todos os estdgios do reparo epitelial ocorrem
simultaneamente. Inicialmente, a migracdo epitelial é rapida, mas a medida que as
células migratdrias se deslocam para locais mais distantes da borda da ferida, o epitélio
se torna uma monocamada e progride mais lentamente (Slatter, 1998).

De acordo com Cotran & Robbins (1996), a contracdo das feridas contribui

bastante para o reparo dos defeitos de grande superficie.
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2.7. FATORES QUE INTERFEREM NA CICATRIZACAO

Segundo Mac Sween & Whaley (1992), os fatores que podem afetar a eficiéncia
da cicatrizacdo, sdo classificados como locais e sistémicos. Os fatores locais séo:
infeccéo, irrigagéo pobre, movimentagéo excessiva, presenca de corpo estranho e tecido
desvitalizado e irradiacdo ionizante. Entre os sistémicos destacam-se os fatores
nutricionais. A caréncia de proteinas, vitamina C e 0 zinco causados por desnutri¢do,
ma absorcdo gastrointestinal e dietas inadequadas pode comprometer a evolucdo do
processo de cicatrizacdo. Outros fatores de origem sistémica sdo, diabetes mellitus,
tratamentos com corticosterdides, doencas hematoldgicas, neutropenia, faléncia renal,
tumores, caquexia, entre outros fatores, (Probst, 1993; Scott et al., 1995; Ellinson,
1996). A obesidade dificulta a movimentacdo e a deambulagdo, levando ao
sedentarismo, 0 que pode provocar transtornos circulatorios, que dificultam a
cicatrizacdo de feridas. (Mac Sween & Whaley,1992).

A pressdo continua sobre a area lesada por proeminéncias dsseas, calosidades
e/ou imobilizagdo continua, conduz a interrupgdo do suprimento sanglineo, impedindo
que o fluxo de sangue chegue aos tecidos (Scott et al., 1995).

Na infeccdo, a presenca de corpos estranhos e tecidos desvitalizados ou
necroticos prolongam a fase inflamatdria do processo de cicatrizacdo, provocam a
destruicdo do tecido, inibindo a angiogénese, retardando a sintese de colageno e
impedindo a epitelizacdo. Esses devem ser removidos por processo mecanico ou
autolitico, para que ocorra a fase reparadora (Stashak, 1991).

O edema interfere na oxigenacao e na nutricdo dos tecidos em formacéo, impede
a sintese do colageno, diminuindo a proliferacdo celular e reduzindo a resisténcia dos
tecidos & infeccdo (Mac Sween & Whaley, 1992).

O uso de agentes topicos inadequados, como 0s corticosterdides, também pode
retardar a epitelizacdo e a granulacédo e provoca a citolise. Como exemplos, podem ser
citados os degermantes e anti-sépticos topicos derivados do permanganato, do iodo e
sabfes. Os antibidticos locais como neomicina, bacitracina, gentamicina podem
desenvolver a resisténcia bacteriana e ainda, tém a capacidade de induzir reacfes de
hipersensibilidade que retardam o processo de cicatrizacdo (Dealey, 1996; Novato,
2000; Gomes, 2000).

Gomes (2000) ressaltou que o tecido de granulacdo € constituido de capilares
que sédo frageis e sensiveis a pequenos traumas, sendo mais labeis que o epitélio normal.

A técnica de curativo pode ocasionar trauma mecanico, provocado pela limpeza
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agressiva (atrito com gaze, jatos liquidos com excesso de pressdo), coberturas secas
aderidas ao leito da ferida e,ou, inadequadas que interferem no processo da cicatrizacéo
e retardam a cura.

O uso de medicamentos sistémicos, como os antiinflamatérios, retarda a resposta
inflamatéria da primeira fase do processo de cicatrizacdo (Arrieta, 2001). Os
imunossupressores, 0s quimioterapicos e a radioterapia sao fatores que podem eliminar
as respostas imunes e reduzir a cicatrizacdo. A quimioterapia interfere na sintese de
fibroblastos e na producéo de coldgeno (Stashak, 1991; Slatter, 1998).

O estresse, a ansiedade e a depressdo tém sido identificados como fatores de
risco para o agravamento e,ou, retardamento da cicatrizagédo, pois provocam alteracdes
hormonais, inibem o sistema imunologico, diminuem a resposta inflamatéria e reduzem

0 processo fisiologico da cicatrizacdo (Stashak, 1991).

2.8. PROPOLIS

A propolis é uma resina de coloracdo e consisténcia variada coletada pelas
abelhas do género Apis mellifera de diversas partes das plantas como brotos, botdes
florais e exsudatos resinosos. As abelhas coletoras trazem as resinas nas corbiculas
(espécie de cestas com longos pélos junto as patinhas traseiras). Na colméia as abelhas
misturam a cera e a propolis coletada juntamente com a enzima 13-glicosidase, presente
na sua saliva, acarretando a hidrélise dos flavondides glicosilados em flavonoides
agliconas (Marcucci, 1995).

Possui como caracterizagdo fisica e sensorial: cor varidvel desde a amarela,
parda, esverdeada clara ao pardo escuro, aroma caracteristico (balsamico e resinoso),
cujos constituintes volateis, reduzem também a aeroflora no interior da colméia.
Dependendo da origem botanica, seu sabor pode variar de suave a forte, amargo a
picante sendo sua consisténcia maleavel a ligeiramente rigida, a temperatura ambiente, e
rigida, em temperaturas abaixo de 20°C (Peppeljnjak et al., 1985; Apacame, 1999).

Na colméia as abelhas utilizam a propolis como material de construcdo e para
reparacdo de frestas na estrutura da colméia, para que o ambiente se mantenha
hermeticamente fechado e para impedir a entrada de outros insetos. Aqueles insetos
invasores que as abelhas ndo conseguem retirar da colméia sdo totalmente recobertos de
propolis, constituindo-se numa espécie de embalsamamento que impede a

decomposicdo putrida (Ghisalberti, 1979).
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Sabe-se que a propolis ja era usada pelos sacerdotes do Egito e pelos gregos,
que deram origem a seu nome “Pro” significando diante e “polis”, cidade —diante da
cidade, por ser sempre encontrada na porta de entrada e saida das abelhas na colméia
(Ghisalberti, 1979).

2.8.1. COMPOSICAO QUIMICA

A composicdo quimica da propolis varia de regido para regido, sendo que a
proporgdo e tipos de substancias nela encontrada se alteram dependendo do local da
coleta (Marcucci, 1995). Sua composi¢do quimica inclui 55% de resinas e balsamos,
30% de ceras, 10% de 6leos volateis e 5% de polen (Nikolaev, 1975; Matsuno, 1994).

Os principais compostos se encontram distribuidos nas seguintes classes: acidos
graxos, &cidos fenolicos e seus ésteres, flavondides (flavonas, flavononas, flavonois,
dihidroflavondis, chalconas), terpenos, p-esteroides, aldeidos aromaticos e alcoois,
sesquiterpenos, naftaleno e derivados do estilbeno (Bankova et al., 1983; Greenaway et
al., 1990, Marcucci ,1995).

As vitaminas Bl, B2, B6, E, C e minerais como, manganés, ferro, célcio, aluminio
também ja foram identificados em amostras de prépolis (Marcucci, 1995), assim como
acucares como a arabinose, frutose, glicose, sacarose e maltose (Bonvehi et al., 1994).

Existe uma grande dificuldade para a padronizacdo de sua composi¢do que se
deve a fatores como localidade, época do ano e clima, que exercem influéncia sobre as
plantas visitadas pelas abelhas e consequentemente sobre a constituicdo da propolis
(Cheng, 1996).

Segundo (Banskota et al., 1998) e (Banskota et al.,1999), as provaveis fontes de
propolis no Brasil, dependendo da regido, seriam as plantas: Baccaris dracunculifolia,
Clusia minor, Clusia major, Eucalyptus citriodora, Auracaria angustifolia e Araucéaria
heterophylla.

O esforco para a completa elucidagdo da constituicdo quimica das amostras de
propolis esta diretamente relacionado a necessidade, tanto do controle de qualidade das
preparacGes comerciais oferecidas a populacdo, quanto da validacdo das propriedades
bioldgicas da resina (Park et al., 1998).
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2.8.2 ATIVIDADES TERAPEUTICAS DA PROPOLIS

Na medicina popular, a propolis tem sido utilizada pela populacdo de inUmeros
paises por suas propriedades antibacteriana, antiviral, fungicida, antitumoral,
cicatrizante, antioxidante, antiprotozoaria, entre outras, e tem recentemente atraido a
atencdo dos pesquisadores pela riqueza de sua constituicdo quimica e suas propriedades
bioldgicas (Bankova et al., 1999).

As abelhas secretam uma resina com um extraordinario poder antibiético que as
defende contra qualquer ataque de bactérias ou de virus. Esta pesquisa feita pelo Dr.
Remy Chauvin comprovou que esse antibiotico ndo oferece capacidade de resisténcia
por parte dos virus e bactérias, pois 0s constituintes possuem um padrdo de absorcao e
distribuicdo e excregcdo que assegura os niveis bactericidas pelo tempo necessério a cura
(Shub et al., 1978).

Segundo estudos realizados por Mirzoeva et al., (1997), a propolis afeta. a
motilidade e a quimiotaxia das bactérias, que sdo importantes fatores de viruléncia por
guiar a bactéria aos seus sitios de aderéncia e invasdo no hospedeiro. A agdo anti-
motilidade dos componentes da propolis tem importante funcdo na inibicdo da
patogénese bacteriana e no desenvolvimento de infec¢bes (Mirzoeva et al., 1997).

A propolis tem atividade antibacteriana contra 0s germes gram-positivos ativos
como Staphilococcus aureus e epidermis, o Bacillus subtilis, Bacillus alvei e o Proteus
vulgaris, propriedades antiflngicas, e também um efeito importante na regeneracdo dos
tecidos, além da acdo anestésica acentuada (Marcucci, 1995).

Diferentes estudos tém demonstrado a atividade antioxidante da prépolis, (Said
2001). (Matsushige et al.,1996), comprovou a atividade antioxidante no extrato aquoso
da propolis. Componentes como flavondides e o CAPE (acido caféico) foram apontados
COMO 0S responsaveis por esta atividade.

(Tatefuji et al.,1996), isolaram seis compostos derivados do acido caféico, do
extrato aquoso de propolis brasileira, com a capacidade de aumentar a migracdo e
mobilidade de macro6fagos.

Outra atividade bioldgica atribuida a propolis é quanto a sua acdo anti-
inflamatdria. Em experimentos conduzidos utilizando-se cobaias, verificou-se que 0s
extratos de propolis apresentaram resultado comparado a uma droga padrdo comumente
utilizada no tratamento de doencas inflamatdrias, chamada diclofenac (Khayyal et al.,
1993).
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Um outro estudo realizado por (Park et al., 1998), utilizando diferentes
concentracfes de alcool para preparacdo dos extratos de propolis e avaliando sua
relacdo com a enzima hialuronidaze, que é responsavel por muitos dos processos
inflamatdrios conhecidos atualmente, observou-se que a propolis inibiu de forma
consideravel a atividade dessa enzima. A concentracao ideal de etanol para a preparacao
do extrato que apresentou a maior inibicao foi de 80%.

A propolis tem se apresentado como um estimulante de varios sistemas
enziméticos do metabolismo de células, da circulacdo e da formacéo de coldgeno e tem
melhorado satisfatoriamente a cicatrizacdo de feridas por queimadura (Ghisalberti,
1979).

Em um outro estudo, investigou-se a acdo imunomodulatoria de um derivado
hidrossoltvel da prépolis (Water Soluble Derivative ~-WSD) natural da Bulgéaria. Dimov
et al., (1991) mostraram, em infeccdes experimentais por Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Candida albicans, em camundongos, que o0 WSD estimulou
macrofagos peritoniais a produzirem a interleucina-1. No entanto, o WSD ndo foi capaz
de desencadear a proliferacdo de linfocitos. Tal fato sugere que o WSD aumenta a

defesa ndo especifica do hospedeiro por ativacdo de macrofagos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRA DE PROPOLIS

A amostra de propolis verde utilizada foi procedente do municipio de
Itapecerica, Minas Gerais, Sitio dos Chaves, produzida em colméias do sistema CPI
(Coletora Propolis Inteligente) e coletada nos meses de maio e junho de 2002.

Esta amostra foi dividida em duas partes, com pesos iguais, para posterior
utilizacdo no processamento dos extratos aquoso e alcoolico.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO

Inicialmente triturou-se 200g da amostra de prdpolis em recipiente de porcelana,
em seguida acrescentou-se 500ml de agua destilada.

A temperatura da solugdo formada foi elevada a 80°C e mantida por um periodo
de 6 horas. Apoés este periodo procedeu-se a filtragcdo do material em papel whaltman
#1, obtendo-se a primeira fragdo do extrato e residuo. Este residuo recebeu o tratamento
anterior para se obter a segunda fragdo do extrato.

As duas fracBes dos extratos foram juntadas e posteriormente liofilizadas*
(SAID, 2001).

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO ALCOOLICO

Inicialmente triturou-se 200g da amostra de propolis em recipiente de porcelana,
em seguida adicionou-se 400ml de alcool etilico 80°C.

A solucédo formada foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo por 18h.
Apds este periodo procedeu-se a filtracdo do material em papel whaltman #1, sendo a
solugdo resultante parcialmente evaporada sob pressdo reduzida’ e posteriormente
liofilizada® (SAID, 2001).

T Liofilizador Modelo TR 800, marca Metal Lux® Setor de Medicina Veterinaria Preventiva-DVT/UFV.
2 Evaporador rotativo & vacuo Modelo TE 120, marca Tecnal®-Laboratério de Biofarmacos DBB/UFV.
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3.4 PREPARO DA POMADA

3.4.1 PROPOLIS ALCOOLICO 5%

Em recipiente de porcelana foram adicionados 12,59 do extrato propolis
alcoolico bruto, 125,09 de lanolina 50% e 112,59 de vaselina sélida gsp 250g.

A mistura foi mantida em banho-maria, a temperatura de 50°C, até sua completa
homogeneizacdo com auxilio de um pistilo.

O produto final foi acondicionado em recipientes plasticos de 50g.

3.4.2 PROPOLIS AQUOSO 5%

Em recipiente de porcelana foram adicionados 12,59 do extrato prépolis aquoso
bruto, 125,09 de lanolina 50% e 112,59 de vaselina sélida qsp250g.

A mistura foi mantida em banho-maria, a temperatura de 50°C, até sua completa
homogeneizac¢do com auxilio de um pistilo.

O produto final foi acondicionado em recipientes plasticos de 50g.

As duas pomadas foram manipuladas em farmacia especializada®

3.5. ANIMAIS:

Para a realizacdo desse experimento foram utilizados 20 coelhos sadios , machos
ou fémeas, adultos-jovens, da raca Nova Zelandia, brancos, com peso médio de 3,0kg,
provenientes do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da UFV. Os
animais selecionados a partir de exames fisicos e laboratoriais, foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos de cinco coelhos cada, segundo o tratamento:

1. animais tratados com pomada do extrato aquoso de propolis a 5%, aplicada

topicamente 1 vez ao dia, (Grupo PA).

2. animais tratados com pomada do extrato alcodlico de prépolis a 5%, aplicada

topicamente 1 vez ao dia (Grupo PE).

3. animais tratados com a substancia veiculo aplicada topicamente 1 vez ao dia,

(Grupo V).
4. animais controle, sem tratamento; (Grupo T).

¥ Farmacia Real de Manipulacéo, Vigosa/MG. 20



Durante a conducdo do experimento os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, isoladas e higienizadas, alimentados com ragdo comercial balanceada para

coelhos adultos, feno e agua a vontade.
3.6. PRODUCAO DAS FERIDAS

Uma area medindo 8x8cm da regido dorso lateral esquerda paralela ao eixo
vertebral dos animais foi tricotomizada utilizando-se uma lamina de barbear”.

Decorridos 48h do procedimento de tricotomia, a regido foi devidamente
preparada para a cirurgia, promovendo-se o desengorduramento com éter® e anti-sepsia
com povidine topico®.

O protocolo anestésico constou de infiltracdo local, em linha, ortogonalmente,
nas posi¢des superior e lateral esquerda, da regido tricotomizada, com o anestésico
lidocaina’ na proporcao 1/1(lidocaina/agua destilada) sem vasoconstrictor.

Para a producdo das feridas efetuou-se 5 (cinco) excisfes cirdrgicas com um
“Punch” ® (saca bocado) de 6mm de diametro na pele da regi&o preparada do animal
com espagamento entre lesdes de aproximadamente 2,0cm, permitindo assim delimitar
cinco zonas distintas, conforme ilustra a Figura 02. Foram utilizadas como material para
analises histopatoldgicas, as feridas de nimero 1, 2, 3 e 4, nos tempos de 2, 4, 7 e 12
dias, respectivamente. A ferida de numero 5, eleita para testemunha em todas as
observacdes e para representar a etapa final da cicatrizacdo, foi examinada no 15° dia de
coleta dos dados.

Figura 02 — Aspecto e identificacdo das feridas na regido dorso lateral esquerda do

animal logo apds a cirurgia.

* Lamina de barbear;marca Lord®. ° Eter Sulfdrico marca, Prolinfar® , ® Povidine Tépico 100ml,

marca Johnson® ” Lidocaina 50ml, marca Pearson® ® Punch Acuderm,inc., marca Acu-punch® 21



As feridas dos animais de todos os grupos eram irrigadas diariamente, durante
15 dias utilizando-se frascos de 500ml de solucéo salina isotdnica a 0,9%° perfurado em
sua base com agulha de 25x8mm descartaveis™ e mantido & uma temperatura ambiente.
Apo0s este procedimento secava-se a pele integra em torno da ferida usando-se gaze
estéril, e aplicava-se com o auxilio de uma espatula de plastico uma fina camada de

pomada sobre as feridas.

Figura 03- Limpeza da ferida com solucéo isotonica e secagem da pele

3.7. OBSERVACAO CLINICA E MENSURACAO DAS FERIDAS

As feridas foram mensuradas com auxilio de um paquimetro analégico™ a partir
da determinacdo de duas medidas do didmetro, ortogonais entre si, adotando-se a média
destes valores durante a cicatrizagéo das feridas de todos os grupos. As observacgoes
clinicas e a determinacdo das medidas de didmetro foram procedidas em etapa anterior
aos procedimentos de lavagem e aplicacdo dos medicamentos. Para um melhor
entendimento e descrigdo dos dados matematicos relacionados a evolucdo das feridas e

dos tratamentos, prop6s-se a seguinte equag&o:

® Soro fisiolégico 500ml, marca DARROW®, ° Agulha 25x8mm descartavel, marca BD. ** Paguimetro
Analdgico, marca MITUTOYO
22



ICRF = (¢ max ~ ¢ observado ) / (1) méx

onde: ICRF = Indice Clinico de Recuperacéo de Feridas
® max = maximo diametro das feridas (¢ max = ¢ punch = 6MmM)
 observado = didmetro lido, observada metodologia normalizada para

sua determinacao

A equacgdo proposta retrata, de forma percentual, como as feridas evoluiram
quando submetidas a cada tratamento aplicado, analisando-se a variacdo do didmetro da
ferida com o tempo, simultaneamente. Para tanto, quanto maior o IRCF melhor o
desempenho do tratamento aplicado para um determinado periodo de tempo.

Os animais foram submetidos a avaliacdo clinica diaria pela manha e ao final da
tarde quando as feridas eram observadas quanto ao grau de edema, caracteristicas do
exsudato, coloracdo e grau de aderéncia da crosta, durante toda a evolucao do processo
de cicatrizacdo.

Para a coleta dos dados, foram determinados scores com a finalidade de se
estabelecer uma comparacdo da evolucdo do processo cicatricial entre 0s grupos
observados de acordo com a presenca e intensidade do edema, exsudacéo e crosta.

Para a determinacdo da eficacia de cada tratamento, prop6s-se ainda, a avaliacdo

dos seguintes parametros:

e Edema
e Exsudato
e Crosta

Cada um dos parametros recebeu um valor numérico (score) com graduacgéo de 1

a 3, definidos conforme a tabela 1.

Tabela 1. Score dos padrdes clinicos adotados.

Edema Exsudato Crosta

0-1: Discreto 0-1: Discreto 0-1: Reduzida
1-2: Moderado  1-2: Moderado  1-2: Moderada
2-3: Intenso 2-3: Intenso 2-3: Grande
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3.7.1 APRESENTACAO DOS DADOS

Tabela 2. Apresentacdo dos dados

Valores Observados
Coelhos (REP) 1 2 3 4 5
Dias (TEMPO) 2 4 7
Tratamento (TRA) 1 2 3 4

A tabela 2 agrupa a representacdo dos dados analisados no experimento, sendo que

os cinco coelhos foram utilizados como repeti¢fes, em 4 tratamentos distintos, sendo:

e Tratamento 1= Propolis aquoso 5%
e Tratamento 2= Prdpolis etanodlico 5%
e Tratamento 3= Vaselina

e Tratamento 4= Testemunho

Foram coletados dados, em trés intervalos de tempo, (2, 4,e 7 dias) determinados de
maneira a evidenciar os aspectos histologicos das lesdes e sua evolugdo, quando

submetidas aos diversos tratamentos propostos no experimento.

3.8. PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

Para acompanhar o processo de cicatrizagdo cada uma das feridas foi coletada,
usando-se Punch de 8mm (saca bocado) conforme descrigéo a seguir:
¢ A primeira foi coletada no 2° dia (48h) apds a cirurgia (feridas Ty, PA1, PE;, V3).
¢ A segunda foi coletada no 4° dia (96h) ap06s a cirurgia (feridas T, PA;, PE,, V>).
¢ A terceira foi coletada no 7° dia (168h) apds a cirurgia (feridas T3, PAs, PE3, V3).
¢ A quarta foi coletada no 12° dia (288h) ap0s a cirurgia (feridas T4, PA4, PE4, V4)
¢ A quinta foi coletada no 15° dia (360h) apos a cirurgia (feridas Ts, PAs, PEs, V5s).
Os fragmentos de tecido colhidos foram fixados em solugdo de formalina
tamponada por 24h.
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Apos a fixagdo, os fragmentos foram lavados em agua corrente durante 30-60
minutos, procedendo-se em seguida a desidratacdo em alcool 70%, 80%, 90% e 100%
por 24h, com uma repeti¢cdo em dois banhos de xilol, por 2h cada ou até a diafanizacéo
do tecido.

Os fragmentos foram embebidos em parafina e mantidos em estufa a 58°C,
durante 2h para logo serem incluidos no mesmo.

Os blocos foram seccionados em micrétomo de rotacdo manual*?

, COM espessura
de 5um e montados em lamina de vidro para posteriormente serem corados segundo a
técnica de hematoxilina e eosina e Tricomico de Gomori descrita por (Grimaldi Filho,
1981).

A andlise histolégica foi realizada no laboratério de histopatologia®® em
microscopio de luz com objetivas 4X, 10X, 40X e 100X, e documentadas

fotograficamente.
3.9. ANALISE DOS DADOS

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 05
repeticdes (coelhos), 04 tratamentos (1 = propolis aquoso 5%, 2 = prépolis etandlico
5%, 3 = vaselina e 4 = testemunho), em 03 tempos (02, 04 e 07 dias). Para a analise dos
dados, foram utilizadas as médias dos diametros das feridas para a mesma posicao, nas
repeticdes adotadas como variavel dependente. As medias foram comparadas pelo teste
ANOVA e posteriormente testadas com aplicacdo do Teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. Foram adotados os intervalos de tempo de 2, 4 e 7 dias.

Para a andlise de regressao adotou-se 0 modelo quadratico como sendo o mais
adequado a analise dos dados selecionados e suas interacées.

A andlise de regressdo foi conduzida de forma a analisar também as interacoes
TEMPO e TEMPO X TRATAMENTO justificadas pelo ANOVA.

2 Micrétomo de rotagdo manual, laboratrio histopatologia UFV
3_aboratorio de Histopatologia Veterinaria-DVT/UFV 25



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a variavel TEMPO e a interagio TEMPO X TRATAMENTO
apresentaram-se como significativas pela analise de variancia ANOVA), ANEXO A.

4.1. Diametro das Feridas

Os resultados das andlises estatisticas referentes aos diametros das feridas

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Média do didametro da ferida.

Tempo de Coleta
2dias®  4dias® 7 dias®

TRA
PA 0,5660°  0,4860%  0,1760°
PE 0,5060°  0,4760%  0,1700°
V 0,5040° 0,4360%  0,1440°
T 0,3740°  0,3960°  0,1200°

@ Quadrado médio do residuo = 0,0023925. ¥ Quadrado médio do residuo = 0,001605. ©
Quadrado médio do residuo = 0,00379. Nivel de 5% de significancia. As médias seguidas de
mesmo indice sdo iguais estatisticamente

Para o tempo de 2 dias, os tratamentos 1 (Prépolis Aquoso 5%); 2 (Prépolis
etanolico 5%) e 3 (Vaselina e Lanolina) puderam ser considerados estatisticamente
idénticos em desempenho; diferindo apenas do grupo testemunho que apresentou a
menor média.

Para o tempo de 4 dias os tratamentos 1, 2, e 3 puderam ser considerados
estatisticamente idénticos em seu desempenho; e ainda puderam ser considerados
idénticos também, estatisticamente, os tratamentos 3 e 4.

Para a analise da varidvel DIAMETRO, para o tempo de 7 dias, todos 0s
tratamentos, analisados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia

apresentaram desempenhos estatisticamente idénticos.
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4.1.1. ANALISE DE REGRESSAO

A andlise de regressdo considerou o modelo didmetro (DIAM) em fun¢do do
tempo (TEMPO). Adotou-se o modelo quadratico para a analise, por representar a
opcao matematica que melhor descreveu o fenémeno analisado.

Foram tomadas como variavel dependente, o didmetro das feridas e como
variavel independente, o tempo. Essa opcdo é validada e justificada pela significancia
indicada na ANOVA,; além de ser o diametro das feridas o aspecto clinico que melhor

representou o desempenho clinico dos tratamentos (Dealey, 1996).
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Figura 04 — Analise de Regressdo segundo tratamento adotado, Vigosa 2004.

Os dados plotados no gréafico da Figura 04 representam o comportamento das
feridas submetidas aos diversos tratamentos PA5%, PE5%, Ve T.

Para o tempo de O dias, no instante imediatamente posterior a abertura das
feridas com punch de 0,6cm, foram adotados didametros equivalentes ao didmetro do
instrumento de perfuracéo.

Observa-se que para o tempo de 2 dias, 0s grupos de animais submetidos ao

tratamento T (testemunho) apresentaram maior reducdo no didmetro das feridas, quando
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analisados macroscopicamente, seguidos dos tratamentos V, PE5% e PA5%, nesta
ordem.

Para o intervalo de tempo compreendido entre 2 e 4 dias, os tratamentos PA5% e
PE5% indicaram reducdo de seus didmetros, enquanto os tratamentos V e T
apresentaram acréscimos em seus diametros .

Para o intervalo de tempo compreendido entre 4 e 7 dias pode-se observar uma
convergéncia dos resultados. Para o intervalo de tempo compreendido entre 4 e 7 dias,
os tratamentos PA5% e T indicaram diametros superiores aos apresentados pelos
tratamentos PE5% e V.

4.1.2. indice Clinico de Recuperacao de Feridas
A Tabela 6 apresenta os dados utilizados para a determinagdo do ICRF. Foram
analisados, nesse caso, 0s resultados preditos da andlise de regressdo para cada

tratamento, em cada dia de observacéo.

Tabela 6. Resultado de anélise de regressao segundo tratamento adotado e tempo de

cicatrizacao.

Tratamento
PA5% PE5% V T

Tempo (dias)
0 0,600 0,600 0,600 0,600

2 0,566 0,506 0,454 0,374

3 0,539 0,485 0,457 0,404

4 0,486 0,436 0,426 0,396

5

6

7

0,407 0,359 0,360 0,350
0,301 0,253 0,26 0,266
0,170 0,120 0,126 0,144

Os dados relativos ao indice adotado apresentam-se plotados a Figura 05, onde

se destacam os parametros de observacdo aplicados a equacao desenvolvida.
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Tabela 7. Valores de ICRF segundo o tratamento adotado e o tempo de cicatrizacdo

Tratamento
PA5% PE5% V T
Tempo (dias)

0 0 0 0 0
2 6 16 24 38
3 10 19 24 33
4 19 27 29 34
5 32 40 40 42
6 50 58 57 56
7 72 80 79 76

Redugdo Diametro Excisao (%)

——PA5% —=—PE5% VT Tempo (dias)

Figura 05 — Indice clinico de recuperagéo de feridas, segundo tratamento adotado,
Vigosa 2004.

O ICRF descreve de forma percentual os resultados da evolucdo dos
tratamentos, em relagdo ao tempo de cicatrizacdo da ferida, cujos resultados
apresentam-se descritos na Tabela 7.

As analises estatisticas para 0 2° dia, indicaram a reduc¢do do didmetro da ferida
como significativamente maior para o grupo T, seguida dos grupos V, PE5% e PA5%

respectivamente.
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Esses resultados demonstraram que o grupo testemunho apresentou reducao em
seu diametro muito superior aos demais grupos. Essa reducdo no diametro, segundo
Oliveira, (1992), esta relacionada a contracao centripeta sofrida nas bordas da ferida, em
funcdo da tensdo elastica da pele circunjacente o que foi expressivamente maior no
grupo testemunho.

Os resultados do presente trabalho, quanto a aplicacdo do ICRF, estdo de acordo
com aqueles de (Dealey, 1996; Novato, 2000) e confirmaram os resultados indicados
pela aplicagdo do ICRF no grupo T, relativos ao comportamento das feridas. Esse
comportamento deu-se a presenca de uma crosta ressecada, com maior indice de
contracdo dos tecidos da ferida, e, conseqlientemente, menor area, conforme constatagédo
experimental. Em relacdo aos grupos PA5%, PE5% e V, a aplicacdo das pomadas,
provavelmente, contribuiu de alguma forma para a manutencdo da umidade da
superficie da ferida, dificultando a desidratacdo local provocada pela agéo do ar.

Pode-se considerar ainda que a utilizacdo de um instrumento padrdo punch para
execucdo dos procedimentos cirurgicos, buscou minimizar as interferéncias relativas as
interacOes pertinentes ao grau de profundidade da ferida e tempo de cicatrizacdo. A
adocdo de tal procedimento possibilitou a padronizacdo e a determinacdo do grau Il de
profundidade para as feridas produzidas nos grupos de animais estudados (Dealey,1996;
Novato, 2000).

Para 0 4° dia, as analises estatisticas indicaram a reducdo do didmetro da ferida
como significativamente maior para o grupo T, seguida dos grupos V, PE5% e PA5%.
A disposi¢édo dos dados segundo o ICRF, indicaram o aumento do diametro das feridas
do grupo T em comparacdo aos dias anteriores. A utilizacdo de solucdo salina a 0,9%,
removeu os debris por meio da forga hidraulica do jato, sem contudo traumatizar a
ferida. confirmando as observagdes de (Gomes, 2000), que afirmou ser a solu¢do indcua
as células do tecido de granulacéo, ndo apresentando toxicidade. No grupo T a aplicacéo
deste procedimento foi essencial também para remocao da crosta da ferida, revelando
assim seu real tamanho.

Nos demais grupos a permanéncia das pomadas sob as feridas contribuiu para a
diminuicdo da contracdo e para a uniformidade das areas ocupadas pelas crostas, uma
vez que o veiculo utilizado tem constituicdo oleosa, necessitando aplicacdo de técnicas
de limpeza com auxilio de movimentos de friccdo (Gomes, 2000) para a sua remogao,

procedimento ndo aplicado neste experimento.
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Os grupos PA5% e PE5%, apresentaram reducdo nos diametros das feridas, ja a
partir do terceiro dia, de forma uniforme, declinando ainda mais com o passar do tempo.

Observou-se neste trabalho que o tempo de duragdo do estagio inflamatério é
funcdo de fatores como; grau de contaminacdo, extensdo do tecido lesado e presenca de
infeccdo.e que provavelmente tais fatores ndo interferiram no tempo do estagio
inflamatério em nenhum dos grupos estudados alcancando sua méaxima atividade no
tempo de 3 a 4, estando de acordo com os achados de (Banks, 1992; Brasileiro Filho et
al., 1996; Bogliolo, 2004).

As analises estatisticas para o 7° dia, demonstraram desempenhos idénticos e
indicaram a reducdo do diametro de todas as feridas, de todos os grupos, de maneira
uniforme. O fenbmeno da aproximacédo das bordas da ferida, em funcdo da contracédo
cicatricial e consequente reducdo do diametro, deu-se possivelmente em funcdo da
atividade das células contrateis (miofibroblastos) que predominam durante a fase
proliferativa da cicatrizacdo e concordam com os achados descritos por (Banks, 1992;
Bogliolo 2004).

4.2. OBSERVACAO CLINICA

Para a determinacdo da eficacia de cada tratamento, prop6s-se também, a

avaliacdo de trés parametros:

e Edema
e Exsudato
e Crosta

Para cada uma das caracteristicas abordadas, foram adotadas as pontuacdes
(Escores) de 1 a 3, que procuraram retratar, 0 comportamento destas caracteristicas,
quando da observacdo (ANEXO A). As pontuacfes impostas a cada uma das
caracteristicas, de forma ndo paramétrica e ordinal, foram estatisticamente modeladas a
partir da aplicacdo do teste de Friedman, que permite a analise comparativa de 3 ou
mais grupos de fatores dependentes, de modo a calcular uma estatistica que indique

diferencas existentes nos ordenamentos entre as situagdes experimentais.

Apresentam-se a seguir, nas Figuras 06, 07 e 08, os resultados relativos as

observagdes clinicas dos tratamentos PA5%, PE5%, V e T.
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Figura 06 — Média dos parametros edema, exsudato e crosta, segundo o tratamento

adotado e o tempo de cicatrizacdo igual ha dois dias, Vigosa 2004.

Nos grupos PA, V observou-se edema intenso, o que se justificou pelas
mudancas vasculares ocorridas durante a fase inflamatoria do processo de cicatrizacao,
de acordo com (Slatter, 1993; Scott et al.,1995; Brasileiro Filho et al., 1996; Jones et
al., 2000).0 grupo T e PE apresentaram edema discreto.

As mudancas vasculares referiram-se & primeira fase dos fendmenos da
inflamacdo, onde as proteinas plasmaticas foram exsudadas pela acdo da histamina no
endotélio local.

A provével acdo da histamina combinada a outros mediadores quimicos
liberados no local da lesdo promoveu a vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade
capilar, o que favoreceu a retencdo de liquido fora do vaso, induzindo, dentre outros
fatores, alteracOes nas forgas de “Starling”, responsaveis pela regulagdo da pressao
hidrostatica e oncética intravascular e extravascular, que manteve o equilibrio
hemodindmico. O resultado desta exsudacdo deformou os vasos linfaticos
sobrecarregando a circulacdo linfatica, reduzindo, dessa forma, a eficiéncia da
drenagem e agravando ainda mais a retengdo de &gua no intersticio, favorecendo o
agravamento do edema.

A paridade dos resultados apresentados para os escores dos parametros exsudato
e edema concordam com os resultados publicados por (Bogliolo, 2004), que descreveu a
proporcionalidade dos fendmenos vasculares exsudativos.

O tamanho da crosta variou em todos os grupos. Essa observagdo pode ser

atribuida, nesta fase, ao maior ou menor grau de hemorragia da ferida, com consequente
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formacdo de coagulo de fibrina e acimulo de células mortas proporcionais ao grau de
insulto (Banks, 1992).

3

2,5

2

Média 1,5

1 o Edema
m Exsudato

0,5 O Crosta

0

PA5% PE5% \% T
Tratamento

Figura 07 — Média dos parametros edema, exsudato e crosta, segundo o tratamento

adotado e o tempo de cicatrizac¢do igual a quatro dias, Vigosa 2004.

Os achados relativos ao tempo de 4 dias estabelecidos em funcéo da analise dos
Escores para os parametros edema e exsudato (fig. 09), revelaram que no grupo PA5%
0s pardmetros edema e o exsudato apresentaram-se como moderado a intenso
respectivamente, o que provavelmente pode estar relacionado ao fato da prépolis aquosa
conter substancias terapeuticamente ativas tais como flavondides e seus
derivados,atuarem como potente vasodilatador intensificando a acdo dos mastdcitos na
fase vascular e exsudativa da inflamag&o(Mastsushige et al.,1995, Tatefugi et al., 1996).
Tais substancias, possivelmente atuaram de forma a estimular a capacidade migratoria
dos macrofagos, e relaciona-se possivelmente a uma atividade estimulante da sintese de
IL1 da propolis aquosa, e que estaria também, relacionada com o aumento da
permeabilidade capilar local, favorecendo a exsudacdo de fagocitos e de proteinas
plasmaéticas estando de acordo com os achados de (Matsushige et al.; 1995; Tatefugi et
al., 1996; Abbas, 1998).

Em contraste, o grupo PE5% revelou intensa atividade anti-edematogénica
quando comparado aos demais grupos. Trabalhos realizados por (Rossi et al., 2002)
revelaram o potencial do &cido caféico, obtido a partir dos extratos alcodlicos da
prépolis, na reducdo do edema induzido experimentalmente. Os resultados dessas
observagdes revelaram atividade inibitoria do acido caféico em cobaias. Revelaram

ainda a acgdo inibitdéria do acido caféico sobre a sintese da enzima COX 1

33



(cicloxigenase) responsavel por pela ativacdo de diversos endoperdxidos ciclicos
(prostaglandinas) com agéo vasodilatadora, que aumentaram a permeabilidade vascular,
responsadvel em parte pela etiopatogénese do edema na fase aguda do processo
inflamatorio.

O grupo V apresentou um exsudato ainda superior aos demais grupos de
tratamento, PA5%, PE5% e T. Tais achados deveram-se, provavelmente, a composi¢ao
oleosa do produto aplicado.Esta hipdtese estd de acordo com as observacbes e
diferenciacGes feitas por (Oliveira, 2000), quanto ao aspecto exsudativo conferido as
feridas tratadas com pomadas a base de vaselina.

Média

@ Edema
m Exsudato
0O Crosta
PA5% PE5% \% T
Tratamento

Figura 08 — Média dos parametros edema, exsudato e crosta, segundo o tratamento

adotado e o tempo de cicatrizacdo igual a sete dias, Vigosa 2004.

As analises conduzidas no tempo de 7 dias, indicaram ser o tempo final de
cicatrizacdo igual para todos os grupos testados.

Demonstrou-se que o protocolo clinico utilizado proporcionou a obtencéo de
resultados satisfatorios, confirmando que nenhum dos fatores que interferem na
cicatrizagdo influenciaram os resultados finais da experimentagéo.

Podemos inferir também que as substancias testadas PA5%, PE5% e V, ndo
influenciaram os resultados, quando analisados qualitativamente. Os parametros
exsudato e edema ndo foram significantes, indicando o final da fase vascular e
exsudativa e subsequiente avango da fase proliferativa da cicatrizacdo das feridas (Scott
et al., 1995; Banks, 1992).

Ryan (1990) citado por Gomes, (2000) afirmou que € a crosta responsavel pelo

ressecamento da ferida, dificultando sua oxigenacdo, e ainda que a hipdxia retarda a
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formacéo do tecido de granulacdo e a migracdo das células epiteliais. Essas observac6es
foram observadas neste trabalho, onde se demonstrou que a permanéncia da crosta e a
uniformidade de sua evolucdo ndo interferiram na atividade migratéria e proliferativa
das células. Além disso, apesar da oxigenacdo da ferida ser fundamental em todas as
etapas da cicatrizacdo, a ferida ndo depende apenas do oxigénio disponivel na
atmosfera, mas principalmente da oxigenacdo proporcionada pelo restabelecimento da
circulacdo sanglinea local, favorecendo o estabelecimento perfeito da barreira
epidérmica sob a crosta.

Em observacgdes clinicas durante a aplicacdo do protocolo de limpeza, pode-se
constatar que todas as crostas se desprenderam com relativa facilidade, concordando e
reforcando as observacdes de (Banks, 1992) para o sétimo dia de cicatrizacdo. Tais
achados concordam ainda com (Dealey, 1996), indicando que os macréfagos sdo

capazes de remover a crosta, que desapareceu a medida que a cicatrizacdo evoluiu.
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4.3. ACHADOSHISTOLOGICOS
4.3.1. 2°DIA POS-CIRURGICO

A andlise histoldgica das amostras colhidas, das feridas dos animais PA5% e
PE5% revelou a presenca de uma crosta espessa, com formada principalmente por
restos celulares e depositos de fibrina, estando de acordo com as inferéncias feitas por
(Dealey, 1996).

Nos animais do grupo V a crosta formada apresentava-se menos espessa, porém
mais aderida a pele. Na avaliacdo da crosta dos animais do grupo T observou-se uma
crosta delgada e com poucos depositos de fibrina o que poderia estar relacionado ao fato
de ndo haver sido utilizado nenhuma pomada nas lesdes destes animais, néo
favorecendo desta forma o acimulo destas substancias no local da ferida.

O infiltrado inflamat6rio era ligeiro ou escasso em todos 0Ss grupos, com
predominancia de células do tipo polimorfonucleares, localizados principalmente na
camada reticular e papilar da derme. Tendo estas células uma vida util curta (méaximo de
3 a 4 dias). os achados das amostras colhidas em 48 horas ap0s a injuria, confirmaram o
final do estdgio inflamatério da lesdo e concordam com os achados de (Peacock &
Early, 1984; Banks 1996; Dealey, 1996), e, demonstraram desta forma que a ferida
possuia condicGes adequadas para o desenvolvimento subsequente do processo de

cicatrizagao.
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Figura 10.  Histologia da ferida de um animal do grupo PE5% (H&E) (Aumento
10X) 2°dia de cicatrizagdo. A letra B, indica a espessura da crosta

formada. A letra A indica a migracdo dos anexos cutaneos para o 2° dia
de cicatrizacao.

Observou-se a presenca de anexos cutaneos lesados (foliculos pilosos, glandulas
sebéceas), na maioria dos grupos analisados que se encontravam circundados por
celulas inflamatdrias sendo direcionados e migrando em direcdo a ferida, figura 10.
Poucos anexos nos diferentes grupos observados, ja haviam sido expulsos e
permaneciam aderidos & crosta. Caracteristicas similares também foram encontradas nas
amostras dos animais nos demais grupos.

De acordo com (Davidson, 1992), os foliculos pilosos intactos sdo a maior fonte
de reserva para as células epidérmicas durante a reparacdo de feridas (Kashayap et al.,
1995) afirma que animais de pele pilosa, como os coelhos e porquinho da india,
apresentam uma quantidade muito maior de foliculos pilosos em comparacdo aos
demais animais de uso experimental, figura 10, concordando com as observagdes feitas
neste trabalho para o modelo animal utilizado, o que provavelmente contribuiu de forma
consideravel para evolucédo da fase proliferativa do processo de cicatrizagdo das feridas.

Na maioria dos animais dos grupos PA5%, PE5%, V ja havia a formacdo de
focos iniciais de neovascularizagdo, apesar de uma pequena minoria nao apresentar
formacéo de nenhum foco angiogénico. No grupo T somente 2 animais apresentavam

focos escassos de neovascularizagéo, diferindo dos achados dos demais grupos.
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As caracteristicas histol6gicas observadas nas feridas 48 horas apés a lesdo estao
de acordo com (Casaubon, 1993; Steinbrech et al., 1999), constatando que a partir do
momento em que a inflamacéo aguda comeca a ficar sob controle, o codgulo de fibrina é
gradualmente substituido pelo tecido de granulacdo em desenvolvimento, figura 11.
Desse modo, um tecido vascularizado cresce, preenchendo o espaco antes ocupado pelo
coagulo. Esse tecido conjuntivo frouxo, rico em capilares sangiineos, leucocitos e
matriz extracelular € muito importante para assegurar o fornecimento de oxigénio para
os fibroblastos, sem o qual ndo poderiam sintetizar de forma adequada o colageno.(Scott
etal., 1995).

Figura11.  Histologia da ferida de um animal do grupo PE5% (H&E) (Aumento
40X). 2°dia de cicatrizacdo. A Letra A indica a presenca de células

inflamatorias, aderidas & crosta. A letra B indica focos de
neovascularizacdo com a formacdao da rede de capilares na area lesada.
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Nos grupos PA5% e PE5% as fibras predominantes eram do tipo colagena, o que
pode ser evidenciado pela coloracdo especial de Tricdmico de Gomori e encontravam-se
depositadas de forma irregular e aleatéria em toda regido da derme.

A epitelizagdo foi inicial na maioria dos animais (14) dos grupos avaliados.
(Scott et al., 1995) afirmaram que a proliferacdo e migracdo epitelial s&o os primeiros
sinais ébvios de reconstrucdo e reparacdo. A reepitelizacdo do defeito epidérmico
comeca dentro de 24 horas apds a lesdo e continua durante a formacdo do tecido de

granulacéo.

4.3.2. 4° dia pos-cirargico

Embora a maioria dos animais dos grupos PA5%, PE5%, V e T apresentassem
uma crosta espessa com caracteristicas fibrinoleucocitérias, a crosta dos animais dos
grupos V e T encontrava-se bem aderida ao tecido conjuntivo.

Nos animais dos grupos PE5% e PA5% a crosta encontrava-se “madura”, ou
seja, desprendendo-se da lesdo, indicando que a atividade migratoria foi mais facil
nestes animais, provavelmente por influéncia da pomada de prdpolis aplicada.

De forma geral, as feridas apresentaram escassa infiltracdo de células
inflamatdrias. Os anexos ja se encontravam sendo expulsos, na maioria dos animais de
todos os grupos. Pode-se observar também que na maioria dos animais do grupo PA5%
e do grupo V a circulacdo local ja havia se restabelecido, com inimeros focos de
capilares se organizando em redes, localizados principalmente na camada reticular da
derme.e nas bordas da ferida, conforme observado por (Jones et al., 2000). Estes autores
afirmaram que a neovascularizagdo ocorre simultaneamente com o0 crescimento
centripeto dos fibroblastos a partir das margens da ferida.

Através da coloracdo especial de Tricromico de Gomori (T/G) pode-se
evidenciar que os animais do grupo PE5% e V, com maior predominancia no primeiro
grupo citado, apresentava inimeros fibroblastos e muitas fibras colagenas, dispostas
ainda de forma aleatdria e irregular ao longo da leséo, formando no local uma rede de
tecido conjuntivo fibroso, figura 13. Tais achados estdo de acordo com (Rode et al.,
1983), que observaram que as feridas experimentais em coelhos tratadas com prépolis
alcodlica 5% apresentavam uma densidade maior de fibroblastos e maior proliferacéo
de vasos sanguineos indicando uma possivel acdo estimulante sobre macréfagos, o que

provavelmente induziu a sintese de fatores de crescimento fibroblastico.

39



Nos animais dos grupos PA5% e T os fibroblastos eram escassos a discretos,
contudo nestes animais as fibras colagenas ja apresentavam uma tendéncia a alinhar-se
paralelamente a superficie da les&o se organizando na linha de tracdo da ferida.

Em todos os grupos, a maioria das feridas apresentou epitelizacéo inicial, com as
células epiteliais migrando a partir dos anexos e principalmente a partir das bordas da
ferida, para o foco da lesdo.

Scott et al., (1995), e Bogliolo, (2004), citaram que os eventos (inflamagé&o,
proliferacdo e remodelagéo) ndo ocorreram de forma isolada no tempo e que embora
tivessem seu inicio em momentos sucessivos, outras ocorréncias iniciavam-se apenas
apos o inicio da outra, sobrepondo-se muitas vezes, durante a evolucdo do processo de

cicatrizagdo.

Figura 13 Histologia da ferida de um animal do grupo PE5% (T/G) (Aumento
4X). 4°dia de cicatrizacdo. A letra A indica a 0s anexos cutaneos ja
organizados e funcionais. A letra B indica a epitelizacdo completa

apesar da ndo diferenciacdo do epitélio. A letra C indica a organizacao
das fibras coladgenas na area de tensdo da ferida. A seta azul indica a
crosta com focos de aderéncia ao epitélio.
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4.3.3. 7° dia pos-cirurgico

Na maioria dos animais de todos 0s grupos ja nao havia crosta, embora em dois
animais do grupo PE5% e grupo T a crosta ainda estava presente, espessa e bem
aderida. A medida que o epitélio sofre espessamento, a “casca da ferida” afrouxa e é
desalojada (Slatter, 1993).

O infiltrado inflamat6rio era ausente, e a neovascularizacdo ja havia se
restabelecido em todos os animais.

Os achados histologicos desta fase da cicatrizagdo indicam que os fibroblastos
depositaram grandes quantidades de fibronectina na ferida que foram usadas como uma
espécie de “molde” para a producdo e deposicao de fibras de colageno, de modo que, a
medida que a ferida foi avangcando em seu processo de maturacdo, os proteoglicanos e a
fibronectina foram cada vez mais substituidos pelo colageno, o principal componente
estrutural da cicatriz. Ao mesmo tempo em que o colageno era produzido, alguns
fibroblastos diferenciaram-se em células contrateis, os miofibroblastos, importantes na
fase de remodelacgéo das feridas, pois induziram a contra¢do das feridas a partir de suas
margens através do movimento centripeto exercido por estas células concordando com
as observacoes feitas por (Thomson, 1983).

Importante comentar que em 2 animais do grupo V e um animal do grupo T a
epitelizacdo apesar de completa e com clara evidenciagédo das camadas celulares, em
alguns focos apresentava falhas especialmente nos locais onde havia resquicios de
crosta figura 14. A observacdo minuciosa demonstrou que o epitélio ja reconstruido
havia sido arrancado, juntamente com a crosta desprendida, durante a manipulacdo e
confeccdo do curativo, confirmando e estando de acordo com (Scott et al., 1995), que
relatou que o novo epitélio possui uma superficie lisa com ligacdo fraca ao tecido
conjuntivo, de forma que poderia ser facilmente traumatizado, e que, com o passar do
tempo, novas glandulas sebaceas e foliculos pilosos poderiam regenerar-se por
diferenciacdo de células migrantes o que se pode ser observado nesse experimento, onde
o0 epitélio das bordas da ferida ja se organizava, com células epiteliais alongadas e
migrando das bordas em direcdo aos focos lesados para iniciar uma nova reconstrucédo

da epitelizacdo local.
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Figura 14.  Histologia da ferida de um animal do grupo PA5% (H&E) (10X). 7°dia
de cicatrizacdo. A letra A indica a queratinizacdo do epitélio com

desprendimento de queratina. A letra B indica a completa reconstituigcdo
do tecido epitelial com clara diferenciacdo das camadas da epiderme.

Figura 15.  Histologia da ferida de um animal do grupo V (H&E) (10X). 7° dia de
cicatrizagdo. A letra A indica area de lesdo recente, onde o epitélio foi
removido. A letra B indicando borda integra com tecido epitelial ja

reconstituido. A letra C indicando a area que sofreu lesdo antiga ja
substituida por tecido cicatricial fibroso. A linha pontilhada indica a area
de transicéo entre o tecido normal e o tecido lesado estudado.

4.3.4. 12° dia pos-cirargico:
Com a neovascularizacéo ja restabelecida, os anexos organizados e funcionais 0s

eventos mais marcantes eram a fibroplasia e a epitelizacdo. O nimero e a intensidade

das fibras colagenas depositadas era mais evidente nos animais do grupo PE5%, com
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maior organizagdo das fibras coladgenas que ja se encontravam alinhadas e dispostas
paralelamente no local da leséo.

Outra importante observagdo refere-se ao numero de fibroblastos presentes na
ferida. Enquanto no grupo PE5% a presenca destas células era muito intensa, os demais
grupos apresentavam presenca moderada de fibroblastos e estes se apresentavam ainda
mais ativos. Os capilares comecaram a regredir, e a velocidade de producédo do colageno
caiu, terminando por se equilibrar com a velocidade de destruicdo desta proteina
marcando o fim do estdgio de reparacdo Os achados estdo de acordo com aqueles
observados por (Scott et al., 1995; Slatter, 1998).

A epitelizacao ja havia se completado em todos animais e a organizacao de todas
as camadas da epiderme ja era evidente. Slatter (1993), relatou que o fenémeno que
determina o deslocamento das células através da lIamina basal é denominado orientacéo
por contato. Ainda conforme (Slatter, 1993), & medida que o epitélio sofre
espessamento, as células tornam-se mais colunares e a atividade mitotica aumenta,
ocorrendo diferenciacao celular e queratinizacdo nas células epiteliais mais superiores
da ferida, conforme observado neste trabalho.

Vale ressaltar que aqueles animais, onde o epitélio parecia ter sido arrancado,
durante esta fase da cicatrizacdo o defeito ja havia sido reparado, porém com o epitélio
jovem e morfologicamente ndo diferenciado, contrastando com outros focos onde a

epitelizagdo ja havia se completado e definiam-se claramente as camadas da epiderme.

4.3.5. 15° dia po6s-cirurgico:

A presencga de fibroblastos era ainda mais intensa nos animais do grupo PE5%,
porém nos animais do grupo PA5% o numero destas células havia aumentado,
tornando-se muito maior que nos dias anteriores. Pode-se observar ainda que o numero
de fibras colagenas e elasticas aumentou significativamente em todos 0s grupos e se
mantiveram organizadas paralelamente no local da les&o.

Banks, (1996) e Brasileiro Filho et al., (1993), relatam que a medida que ocorre
a remodelagem da cicatriz, as fibras de coladgeno ficam orientadas paralelamente as
forcas direcionais aplicadas sobre elas ocorrendo a continua reorganizacao das fibras de
coldgeno que pode se estender por meses apos a reepitelizacdo haver se completado.

O processo de remodelagem da cicatriz, observada neste experimento, envolveu

a continua producéo, digestdo, agregacéo e orientacdo das fibrilas e fibras de colageno.
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A natureza e a direcdo das tensdes aplicadas ao tecido, provavelmente direcionou as
fibras de colageno que, foram subseqlientemente degradadas pela enzima colagenase e
depositadas novamente em arranjos similares aos ocorrentes no tecido adjacente ndo
afetado, concordando com as observagdes de (Banks, 1992; Brasileiro Filho et al., 1993;
Stashak, 1991); que afirmam que esta reorganizacdo é a responsavel pelo aumento da
forca de tracdo conforme indica a figura 16.

A epitelizaco também ja havia se completado em todos os animais, e, todas as
camadas da epiderme ja haviam sido definidas, podendo-se evidenciar a camada cornea
bem espessa. As excegdes eram 0s animais cujo epitélio formado havia sido arrancado

provavelmente pela manipulacéo durante a execucdo dos curativos.

Figura 16.  Histologia da ferida de um animal do grupo PA5% (T/G) (4X). 15°dia de
cicatrizagdo. A seta indica a &rea da derme preenchida por tecido
conjuntivo fibroso.
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5. CONCLUSAO

As feridas por excisdo, onde quantidades excessivas de tecido sdo perdidas, se
caracterizam por intensa reacdo inflamatoria cuja exsudagdo de fagdcitos é muito
intensa, consequentemente forma-se abundante tecido de granulagdo, bem como, intensa
proliferacdo do tecido conjuntivo fibroso. O efeito dos extratos aquoso e etandlico da
propolis a uma concentracdo minima de 5%, aplicado as feridas no processo de
cicatrizacdo por segunda intencdo em coelhos, ndo alterou o processo de cicatrizagao.

Os resultados demonstraram que nas feridas ndo tratadas e expostas ao ar, a
crosta formada era grande e ressecada, mascarando o real tamanho da ferida que evoluiu
por sob ela.

Os achados das andlises histologicas ndo evidenciaram qualquer interferéncia
das substancias testadas nos grupos tratados, contudo demonstrou através da analise
histologica que nas feridas nédo tratadas a aderéncia das crostas & superficie do epitélio
em regeneracdo, favoreceu o traumatismo da area interferindo dessa forma na evolugéo
do processo de cicatriza¢do apos o 7° dia.

O modelo experimental, que utilizou a andlise qualitativa proposta, combinada
com a analise quantitativa, com acompanhamento histologico, mostrou-se eficiente para
o0 desenvolvimento de estudos futuros.

Conclui-se ainda que a acdo terapéutica da propolis na cicatrizacdo de feridas
precisa ser melhor estudada, afim de que se comprove a concentragdo mais eficiente
para 0s extratos propostos, bem como o isolamento das sustancias biologicamente

ativas.
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ANEXOS

Tabela A1. ANOVA

Diametro (DIAM)

Fator Variacdéo GL SQ QM F
Total 59  1,600618
Total de Redugdo 27  1,531285  0,05671426 26,18  0,0000
TRA 3 0,08921839 0,02973946 13,73 0,0000
Residuo (A) 16 0,05526666 0,003454166 1,59 0,1277
TEMPO 2 1,342413 0,6712067 309,79  0,0000*

TEMPOXTRA 6 0,04438665 0,00739777 3,41  0,0102**
RESIDUO 32 0,06933341 0,002166669

* significativo a 1% de significancia. ** significativo a 5% de significancia

NUmero de dados 60
Média Geral 0,36283

Coeficiente de variacdo 12,829

A tabela Al apresenta ANOVA para as fontes de variagdo de interesse. A analise
principal deste trabalho concentra-se na determinacgéo das eficiéncias dos tratamentos

propostos, para as concentracdes indicadas, no tempo.



Tabela A2. Tratamento 1
Tratamento (TRA) 1
Nome Média Desvio Padréo
DIAM 0,4073 0,1862
TEMPO 4,3333 2,1269

Modelo Quadratico DIAM variavel dependente

TEMPO variavel independente

Tabela A3. Parametros da Regressao para tratamento 1 (propolis aquoso 5%)

Nome Coeficiente Desvio T Beta Probabilidade
Constante 0,541464
Tempo 0,0384010  0,0532744 0,720816 0,438599 0,2424
X 2 -0,0130668 0,00575354  -2,27108 -1,38190 0,0212
R? 0,903107

RZajustado  0,886958

Tabela A4. Anélise de variancia

Fontes de GL Somade Quadrado F  Probabilidade
Variacao Quadrados Medio
Devido aregressdéo 2  0,4384524  0,2192262 55,92 0,0000
Independente 27 1531285 0,05671426 26,18 0,0000

As tabelas A2, A3 e A4 agrupam a analise dos dados relativos ao tratamento 1
(Prépolis aquoso 5%) para o diametro e tempo. A equagio de regresséo, de coeficiente R*=

0,9031 tem seus dados plotados a figura Al
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Tratamento 1 - Prépolis aquoso 5%

Andlise regressao (R2=0,9031)
~ 0,600
IS
S 0,500 1 \
o
2 0,400
‘© —— Tratamento 1 -
< 0,300 \\ Propolis aquoso 5%
£ 0,200 -
[}
5% 0,100
O 0,000 ‘

0 2 4 6 8
Tempo (dias)

Figura Al. Analise de regressao grupo tratado com propolis aquoso a 5%
Omax 21 = 0,566CM; dmin O = 0,170CM; Pmegio = 0,407cm

Tabela A5. Tratamento 2 (propolis etandlico 5%)
Tratamento (TRA) 1
Nome Média Desvio Padrdo
DIAM 0,3540 0,1802
TEMPO 4,3333 2,1269

Tabela A6. Parametros da Regressao para tratamento 2 (propolis etandlico 5%)

Nome Coeficiente Desvio T Beta Probabilidade

Constante 0,463464

Tempo 0,0494011  0,0436922 1,13066 0,583119 0,1401
X 2 -0,0140668 0,00471868  -2,98108 -1,53744 0,0057
R? 0,930393

R?ajustado  0,918791
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Tabela A7. Andlise de variancia

Fontes de GL Somade Quadrado F Probabilidade
Variacéo Quadrados Medio
Devido aregressao 2  0,4229192 0,2114596 80,20 0,0000
Independente 12 0,03164073 0,002636727

As tabelas A5, A6 e A7 agrupam a analise dos dados relativos ao tratamento 2
(Propolis etandlico 5%) para o didmetro e tempo. A equacdo de regressdo, de coeficiente

R?= 0,9304 tem seus dados plotados & figura A2.

Tratamento 2 - Prdpolis Etandlico (5%)

Analise regresséo (R2=0,9304)
~ 0,60
S
% 0,50 -f——
S 0,40 \‘\
S 30 ™ —— Tratamento 2 -
£ - \\ Propolis etanolico 5%
£ 020 <
o N
€ 0,10 -
®
Q 0,00

2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

Figura A2. Analise de regressdo grupo tratado com propolis etandlico a 5%
Omax 24 = 0,506CM; dmin ™ = 0,120CM; Prmegio = 0,354cm

Tabela A8. Tratamento 3 (vaselina)

Tratamento (TRA) 1

Nome Média Desvio Padrdo
DIAM 0,3853 0,1598
TEMPO 4,3333 2,1269
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Tabela A9. Parametros da Regressao para tratamento 3 (vaselina)

Nome Coeficiente Desvio T Beta Probabilidade
Constante 0,344398
Tempo 0,0892011 0,0401814 2,21999 1,18748 0,0232
X2 -0,0172001 0,00433952 - 3,96360 -2,12017 0,0009
R? 0,925120

R?ajustado  0,912640

Tabela A10. Andlise de variancia
Fontes de GL Somade Quadrado F Probabilidade
Variacao Quadrados Medio
Devido aregresséo 2  0,3306132 0,1653066 74,13 0,0000
Independente 12 0,02676014 0,002230012

As tabelas A8, A9 e A10 agrupam a analise dos dados relativos ao tratamento 3
(vaselina) para o diametro e tempo. A equacao de regressao, de coeficiente R?= 0,9251 tem

seus dados plotados a figura A3
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Tratamento 3 - Vaselina
Andlise regressao (R2=0,9251)

~ 0,500
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L Wﬁ\
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Figura A3. Analise de regressao grupo tratado com vaselina
Omax 2% = 0,454CM; dyin 0% = 0,126CM; Pmeciio = 0,385¢m; ¢ >4 = 0,457cm

Tabela A11. Tratamento 4 (testemunho)
Tratamento (TRA) 1
Nome Média Desvio Padrdo
DIAM 0,3047 0,1236
TEMPO 4,3333 2,1269

Tabela A12. Parametros da Regressdo para tratamento 2 (testemunho)

Nome Coeficiente Desvio T Beta Probabilidade
Constante 0,199998
Tempo 0,125001 0,0339993 3,67659 2,15056 0,0016
X2 -0,0190002 0,00367186  -5,17453 - 3,02676 0,0001
R? 0,925120

R?ajustado  0,912640
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Tabela A13. Analise de variancia

Fontes de GL Somade Quadrado F Probabilidade
Variacao Quadrados Médio
Devido aregressdéo 2  0,1948141  0,09740703 61,01 0,0000
Independente 12 0,01915927 0,001596606

As tabelas Al1, A12 e A13 agrupam a analise dos dados relativos ao tratamento 4
(testemunho) para o didmetro e tempo. A equacdo de regressdo, de coeficiente R’= 0,925
tem seus dados plotados a figura A4.

Tratamento 4 - Testemhunho

Andlise regressao (R2=0,9251)
~ 0,500
e
E
@ 0,400 =
0
§ 0,300 1 —— Tratamento 1 -
< 0,200 | Testemhunho
£ 0,100
«
8 0,000 : ‘

0 2 4 6 8
Tempo (dias)

Figura A4. Andlise de regressao grupo sem tratamento
Omax 2% = 0,374cm; dmin O = 0,144¢M; dmedio = 0,305cm; ¢ 34 = 0,405cm



PARAMETRO

Edema
Exsudato
Crosta

Edema
Exsudato
Crosta

Edema
Exsudato
Crosta

cl

PROPOLIS
AQUOSO 5%
c2 c3 c4b
3 3 2
3 3 2
1 1 0
2 2 1
2 3 2
2 2 2
0 0 O
0 0 O
0 0 O

Tabela A14. Quadro de desempenho de tratamentos - ESCORES

c5

o W w

NN

o

2,6
2,8
0,6

1,6
2,2
2,4

0,0
0,0
1,6

cl
1
3
2

w

o

c5

N W N

N O

o

PROPOLIS
ETANOLICO 5%
c2 ¢c3 c4b
2 1 1
1 1 2
1 1 1
0 1 1
1 1 1
1 3 1
0 0 O
0 0 O
4 4 4

1,4
2,0
1,4

0,4
1,6
2,2

0,0
0,0
3,2

cl

VASELINA
c2 c3 c4
3 2 3
3 3 3
2 3 1
1 1 1
3 3 3
2 2 1
0O 0 O
0O 0 O
0O 3 4

c5

= W w

[EEN

2,6
3,0
1,8

1,0
3,0
1,6

0,0
0,0
1,8

cl

TESTEMUNHO
c2 c3 c4
1 2 2
3 2 2
2 3 3
0O 1 O
1 0 O
1 0 2
O 0 O
0O 0 O
4 0 O

c5

w wnN

= O

o

59

1,6
2,6
2,4

04
0,6
1,4

0,0
0,0
0,8



Tabela A15. Teste de Friedman. InteragGes edema-tempo.

-1- -2- -3- -4 -
Controle - Edema Vaselina PA PE
Soma dos ranks 9,0000 17,0000 17,0000  7,0000
Mediana 2,0000 3,0000 3,0000  1,0000
Média dos ranks 1,8000 3,4000 3,4000  1,4000
Média dos valores 1,6000 2,6000 2,6000  1,4000
Desvio padréo 0,5477 0,5477 0,5477  0,5477
Friedman (f) 9,9600 - - -
Graus de liberdade 3 - - -
p 0,0189 - - -
Comparacoes Diferenca p -
Ranks le 2 8 >0,05 -
Ranks 1e 3 8 >0,05
Ranks le 4 2 >0,05
Ranks2e 3 0 >0,05
Ranks 2 e 4 10 >0,05
Ranks 3 e 4 10 >0,05
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Tabela A16. Teste de Friedman. InteracGes exsudato-tempo.

-1- -2- -3- -4 -
Controle-Exsudato Vaselina PA PE
Soma dos ranks 5,5000 19,0000 14,0000 11,5000
Mediana 1,0000 3,0000 2,0000 1,0000
Média dos ranks 1,1000 3,8000 2,8000  2,3000
Média dos valores 0,6000 3,0000 2,2000  1,6000
Desvio padrao 0,5477 0,0000 0,4477  0,8944
Friedman (f) 11,3400 - - -
Graus de liberdade 3 - - -
p 0,0100 - - -
Comparagdes Diferenca p - -
Ranks 1e 2 13,5 <0,05 - -
Ranks le 3 8,5 >0,05 - -
Ranks le 4 6 >0,05 - -
Ranks2e 3 5 >0,05 - -
Ranks 2 e 4 7,5 >0,05 - -
Ranks 3 e 4 2,5 >0,05 - -




Tabela A17. Teste de Friedman. InteracGes crosta-tempo.

-1- -2- -3- -4 -
Controle-Crosta Vaselina PA PE
Soma dos ranks 9,5000 12,5000 12,0000 16,0000
Mediana 0,0000 2,0000 0,0000  3,0000
Média dos ranks 1,9000 2,5000 2,4000  3,2000
Média dos valores 0,6000 1,6000 1,2000  2,4000
Desvio padréo 1,3416 1,5166 1,6432  1,3416
Friedman (f) 2,5800 - - -
Graus de liberdade 3 - - -
p 0,4610 - - -
Tabela A18. Teste de Friedman. Intera¢des crosta-tempo.
FONTES DE GL SQ QM F (p)
VARIACAO
Fator A (tratamentos) 3 1,662 0,5541 - -
Fator B (parametros — 2 2,8289 1,4144 - -
edema, exsudato, crosta)
Fator C (tempo) 2 15,5089  7,7544 - -
Interacdo A x B 6 1,9178 0,3196 1,1782  0,3795
Interacdo Ax C 6 3,0244 0,5041 1,8580 0,1699
Interacdo B x C 4 7,6511 19126  7,0505 0,0040
Erro (AxB xC) 12 3,2556  0,2713 - -
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