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RESUMO

Pé diabético é uma infec¢do, ulceracdo e ou destruicao do tecido devido neuropatia e
doenga vascular; e precedem 84% de todas as amputacdes dos membros inferiores
relacionadas ao diabetes. A cicatrizacdao prejudicada de feridas cutaneas em pessoas com
diabetes envolve, principalmente, hipdxia, disfuncdao dos fibroblastos e células epiteliais,
diminuicdo da angiogénese e neovascularizagdo, altos niveis de metaloproteases, danos
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS), produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs), diminuicdo da resisténcia imunoldgica do hospedeiro e neuropatia. Desta forma o
objetivo deste trabalho foi propor a analise do efeito da pomada de prépolis a 10%, no
reparo tecidual de feridas cutaneas de ratos diabéticos. Foram utilizados 32 animais, que
foram divididos em GRUPO 1 (24 animais) e GRUPO 2 (8 animais), todos os animais foram
submetidos ao protocolo de inducdo do diabetes, porém, o GRUPO 1 recebeu solucdo
aquosa de aloxana via intraperitoneal, enquanto que, o GRUPO 2 recebeu solucdo salina a
0,9% na mesma via. Apds a constatacdo do diabetes ao décimo dia apds a inducdo do
diabetes experimental, cada animal foi anestesiado e submetido a realizacdo de 3 lesdes
com Punch de 5mm na linha média no dorso do animal. A primeira lesdo recebeu
tratamento tépico com pomada de prdpolis comercial a 10%; a segunda lesdo recebeu
tratamento tépico com dexametasona a 0,1%, e a terceira lesdo recebeu tratamento tépico
com solucdo salina a 0,9%, todos cobrindo a totalidade da ferida. As lesdes foram
mensuradas e o valor do didmetro utilizado para o cdlculo da contracdo de lesdo. Os animais
foram eutanasiados e os espécimes das lesdes foram fixados em paraformaldeido
tamponado com pH 7,4 por 48 horas. Os espécimes foram processados, montados em
blocos de parafina, cortados em micrétomo a 4 um e corados com técnica de coloragao por
Hematoxilina e Eosina. Foram analisados: infiltrado de neutrdfilos, infiltrado de macréfagos,
tecido de granulagdo e reepitelizacdo. A andlise microscdpica desses fendmenos foi
qualitativa, global e subjetiva e considerou a presenca e a intensidade desses fenémenos,
comparativamente entre os grupos experimentais. Os resultados encontrados demostram
que: A contragdo das lesdes cutaneas dos grupos foi sempre maior nos animais tratados com
propolis, seguido pelos tratados com dexametasona e solugdo salina (p=0,03). A média do
infiltrado de macréfagos dos animais no grupo 2, foi: 1,72 (p=0,02) para os tratados com
prépolis, de 1,47 para os tratados com dexametasona e de 1,40 para os tratados com
solucdo salina. A média do infiltrado de neutréfilos dos animais no grupo 1, foi: 1,22
(p=0,0036) para os tratados com prépolis, de 1,31 para os tratados com dexametasona e de
1,49 para os tratados com salina. A média de formacgdo do tecido de granula¢ao no grupo 1,
foi: 1,87 (p=0,01) para os tratados com prépolis, de 1,58 para os tratados com
dexametasona e de 1,58 para os tratados com salina. E a média de reepitelizacdo dos
animais tratados no grupo 1, foi: 1,72 (p=0,03) para os tratados com propolis, de 1,58 para
os tratados com dexametasona e de 1,65 para os tratados com salina.

Palavras Chaves: Ulceras do pé diabético. Prépolis. Cicatrizagdo.



ABSTRACT

Diabetic foot is an infection, and ulceration or tissue destruction due to neuropathy and
vascular disease , and above 84 % of all lower limb amputations related to diabetes . The
impaired healing of skin wounds in people with diabetes mainly involves hypoxia,
dysfunction of fibroblasts and epithelial cells, decreased angiogenesis and
neovascularization, high levels of metalloproteinases, damage caused by reactive oxygen
species ( ROS ), advanced glycation end products ( AGEs ), decreased resistance of the host
immune and neuropathy. Thus the aim of this work was to propose an analysis of the effect
of propolis cream 10% in tissue repair of skin wounds in diabetic rats . 32 animals were used,
which were divided into group 1 ( 24 animals ) and group 2 ( 8 animals ), all animals were
subjected to the protocol of induction of diabetes, however, the first group received
aqueous alloxan intraperitoneally, while the second group received saline 0.9 % in the same
pathway. After the introduction of the tenth day after diabetes induction of experimental
diabetes, each animal was anesthetized and subjected to three conducting lesions with a
5mm punch in the dorsal midline of the animal. The first lesion was treated with topical
ointment commercial 10% propolis, the second lesion received topical treatment with 0.1%
dexamethasone, and the third lesion received topical treatment with 0.9% saline solution,
each covering the entire wound. The lesions were measured diameter value and used to
calculate the contraction of injury. The animals were euthanized and specimens of lesions
were fixed in paraformaldehyde buffered at pH 7.4 for 48 hours. The specimens were
processed, mounted in paraffin, cut in the microtome at 4 m and stained with staining
technique by hematoxylin and eosin. Were analyzed neutrophil infiltration, macrophage
infiltration, granulation tissue and epithelialization. Microscopic analysis of these
phenomena is qualitative and subjective global and considered the presence and intensity of
these phenomena compared between the experimental groups. The results show that: The
contraction of the cutaneous lesions of both groups was always greater in animals treated
with propolis, followed by dexamethasone treated and saline (p = 0.03). Mean macrophage
infiltration of animals in group 2, was: 1.72 ( p = 0.02) for those treated with propolis, 1.47
for those treated with dexamethasone and 1.40 for saline-treated. The mean neutrophil
infiltration of the animals in group 1 were: 1.22 ( p = 0.0036 ) for those treated with propolis,
1.31 for those treated with dexamethasone and 1.49 for those treated with saline. The
average formation of granulation tissue in group 1 were: 1.87 ( p = 0.01) for those treated
with propolis, 1.58 for those treated with dexamethasone and 1.58 for those treated with
saline. And the average epithelialization of the treated animals in group 1 were: 1.72 ( p =
0.03 ) for those treated with propolis, 1.58 for those treated with dexamethasone and 1.65
for those treated with saline.

Key words: Diabetic foot ulcers. Propolis. Healing.
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1-INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um importante problema em saude publica, sua
incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, a ponto de atingir proporcdes epidémicas
(BONA et al, 2010).

E a maior sobrevida de individuos diabéticos aumenta, portanto, as chances de
desenvolvimento de complicagdes cronicas relacionadas ao estado hiperglicémico. Tais
complicagdes: macroangiopatia, retinopatia, nefropatia e neuropatias, podem ser muito
debilitantes ao individuo e muito onerosas ao sistema de saude. Das complicagdes, a doenga
cardiovascular é a primeira causa de morte em individuos com DM tipo IlI, a retinopatia a
principal causa de cegueira adquirida, a nefropatia uma das maiores responsaveis por
tratamentos de didlise e transplantes, e o pé diabético, importante causa de amputagdes de
membros inferiores (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2011).

As Ulceras do pé diabético sdo um problema crescente em todo o mundo, devido ao
aumentando da prevaléncia do diabetes. Pacientes com diabetes desenvolvem doenca
vascular e neuropatia nos membros inferiores, com formacdo de ulceras crbénicas, que sdo
muitas vezes iniciadas por um pequeno trauma. Ulceras do pé diabético afetam pelo menos
15% de todos os pacientes com diabetes e precedem 85% de todas as amputacdes de perna
relacionados ao diabetes (NEIDRAUER, 2010). Elas levam a dor, ao sofrimento e a ma
gualidade de vida de seus portadores, sendo uma das principais causas mundiais de
internacdes hospitalares de pessoas com diabetes (BREM, TOMIC-CANIC, 2007).

O aumento em todo o mundo na prevaléncia de DM reforga a procura por solucdes
para sua prevenc¢ao, bem como a contencdao de seu desenvolvimento, e da progressao de
suas complicacbes (BERNARDI et al., 2012).

O prépolis tornou-se objeto de inUmeros estudos realizados em todo o mundo, a fim
de analisar sua composicao quimica bem como suas propriedades medicinais. Conhecido por
suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas desde a antiguidade, tem sido amplamente
empregado na medicina tradicional e complementar devido as suas atividades anti-

bacterianas , anti-sépticas , anti-inflamatdrias e anestésica (KROL, 2013).
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2 - PROPOSICAO

Este trabalho visa analisar o efeito da pomada de prdépolis no reparo tecidual de
feridas cutaneas de ratos diabéticos.

Detalhadamente os objetivos deste estudo sao:

] Analisar a evolu¢do da contragdo das feridas em animais diabéticos e nao
diabéticos tratados e ndo tratados com prépolis a 10% proveniente de abelhas da espécie
Apis melifera adquirido em farmdcia de manipulagao.

J Analisar a histomorfologia das feridas em animais diabéticos e ndao diabéticos
tratados e ndo tratados com prépolis a 10% proveniente de abelhas da espécie Apis melifera

adquirido em farmacia de manipulagao.
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3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A capacidade auto-regenerativa é um fendmeno universal nos organismos vivos, e
nos organismos superiores a cura de tecidos ocorre de duas formas: (1) pela regeneragao
com a recomposicdo da atividade funcional do tecido ou (2) pela cicatrizagdo com
restabelecimento da homeostasia do tecido com perda da sua atividade funcional pela
formacao de cicatriz fibrética (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, PEREIRA, 2009, REINKE, SORG,
2012).

A cicatrizacdo de feridas é reconhecida como fator importante na manutencdo da
salde desde o inicio da humanidade, sendo que Hipdcrates indicou a importancia da
drenagem do pus das feridas, e Galen descreveu os principios da cicatrizacdo de feridas por
primeira e segunda intencdo. Dessa forma, a capacidade de cicatrizar ou regenerar tecidos,
proporciona ao organismo uma maneira de restabelecer fun¢des organicas de forma
continua, importante a manutengdo da vida (REINKE, SORG, 2012).

O processo de cicatrizacdo de feridas é complexo e envolve uma série de
sobreposicdo de fases, que incluem: hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelamento
(SCHWACHA et al., 2010).

Estas fases da cicatrizacdo devem ocorrer em uma sequéncia correta, em um
momento especifico, mantendo-se por um periodo e uma intensidade ideais. Muitos fatores
podem afetar a cicatrizacdo das feridas, interferindo nestas fases, causando uma cicatrizacado

inadequada ou deficiente (GUO, DIPIETRO, 2010).

3.1.1 - Fase de hemostasia

E a primeira fase da cura de feridas e é voltada a hemostasia e a formacdo de uma
matriz proviséria, ocorrendo imediatamente apds a agressdao sendo completada apds
algumas horas (REIKE, SORG, 2012).

Com a ruptura de vasos sanguineos e consequentemente ao extravasamento de seus
constituintes iniciam-se os eventos para restabelecer a hemostasia voltados para o

tamponamento dos vasos (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, PEREIRA, 2009;
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REINKE, SORG, 2012). Inicialmente ocorre uma vasoconstricdo transitdria, seguida da
deposicdo de plaquetas, sua ativacdo e posterior recrutamento de mais plaquetas para
consolidar a formagdo do coagulo (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, KUMAR, ABBAS, FAUSTO,
2005, PEREIRA, 2009).

Para o recrutamento e a ativacdo das plaquetas concorrem varios mediadores
quimicos, tais como o difosfato de adenosina (ADP) liberado pelas hemdcias, o tromboxano
(TxA;) oriundo das plaquetas e o Fator de ativacdo de plaquetas (PAF) oriundo de
macréfagos e mastdcitos. Quando ativadas, as plaquetas liberam fator de transformacdo de
crescimento beta (TGF-B), fator de crescimento derivados de plaquetas, quimiocinas, entre
outras, que orientam a migracdo das células envolvidas na resposta inflamatéria (BALBINO,
PEREIRA, CURI, 2005, KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005, PEREIRA, 2009).

No final desse processo, a matriz proviséria é formada, pela interacdo das proteinas
dos granulos plaquetarios, das proteinas da matriz extracelular e dos corpos plaquetarios,
tornando-se consistentes a medida que ocorre a deposicdo de fibrina, sendo um alicerce
para as células responsdveis pela cicatrizacdo (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER,
2008, PEREIRA, 2009, REINKE, SORG, 2012).

3.1.2 - Fase inflamatoria

Na fase inflamatéria ocorre a liberacdo de fatores de crescimento, citocinas, e
guimiocinas que orquestram a infiltragcdo celular e vascular necessaria para a cicatrizacao de
tecidos (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, PEREIRA, 2009, SCHWACHA et al.,
2010, REINKE, SORG, 2012).

A acdo de mediadores quimicos locais durante a inflamacdo aguda originam os
eventos macroscopicos que sdo: rubor (vermelhiddo), tumor (inchaco), calor e dor. Embora
esses sinais cardinais da inflamacdo sejam conhecidos hd mais de 2.000 anos, os eventos
celulares e moleculares que regulam a resposta inflamatdria e sua resolucdo, apenas
recentemente estdo sendo compreendidos (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005, SPITE, SERHAN,
2011).

A resposta inflamatdria aguda ao estresse biolégico envolve uma cascata de eventos
mediada por uma grande variedade de células (os mastécitos, os macrofagos, os neutrofilos,

as células natural Killer, as células dendriticas e os linfocitos T e B) e moléculas (citocinas,
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radicais livres e padrées moleculares associados a patdgenos) que localizam patdgenos
invasores e/ou as células e tecidos destruidos, recrutam outras células, estimulam a sintese
de moléculas, eliminam os agentes agressores e promovem a homeostasia do tecido
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005, ABBAS, 2008, VODOVOTZ et al., 2010).

Os neutrofilos sdo os leucécitos que primeiramente alcancam o local agredido,
inicialmente sendo passivamente coletados com a fun¢ao de combater qualquer micro-
organismo invasor, além de sintetizarem quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de
novos neutroéfilos. As células endoteliais, os pericitos e os macréfagos também produzem
quimiocinas responsaveis pela atividade quimiotatica e ao final de 24 horas, o neutroéfilo é o
tipo celular predominante na ferida (ABBAS, 2008, GURTNER, 2008, PEREIRA, 2009, REINKE,
SORG, 2012).

Mediadores quimicos gerados a partir de sistemas celulares ou plasmaticos
(eicosanoides, C5a) também contribuem para o gradiente quimiotatico, assim como,
citocinas pro-inflamatérias dos granulos dos mastdcitos e produtos da fibrindlise. E a medida
que neutrofilos, macréfagos e fibroblastos chegam ao local, um mecanismo de
retroalimentacdo positiva proporciona que mais células sejam recrutadas para o infiltrado
inflamatdrio (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005, PEREIRA,
2009).

Os eicosandides, as citocinas produzidas por macréfagos e mastdcitos (IL 1b, TNF-a,
IL6) e outros mediadores induzem a expressdo de proteinas de adesdo nas células
endoteliais; e assim glicoproteinas e integrinas presentes nos leucdcitos ligam-se a selectinas
e a uma superfamilia de imunoglobulinas (ICAM, VCAM e PECAM) presentes nas células
endoteliais (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005, ABBAS, 2008,
PEREIRA, 2009).

Os macrofagos tém uma funcdo fundamental no processo de cicatrizacdo, sendo
responsaveis pela producdo de citocinas, fatores de crescimento, enzimas, eicosandides,
fagocitose e apresentacdo de antigenos aos linfocitos T auxiliares (KUMAR, ABBAS, FAUSTO,
2005, ABBAS, 2008, PEREIRA, 2009). A ativacdo de macrdfagos ocorre tanto pela ligacdo de
mediadores quimicos aos seus receptores, quanto pela baixa tensdo de oxigénio, baixo pH e

producdo de acido lactico no local da ferida (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, PEREIRA, 2009).
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3.1.3 - Fase Proliferativa

A fase proliferativa segue e se sobrepde a fase inflamatéria e é caracterizada por
proliferacdo e migracdo epitelial na ferida (reepitelizacdo). No processo de cura da derme,
fibroblastos e células endoteliais sdo as células mais importantes, pois participam na
formacao de coldgeno, de tecido de granulacdo e da reepitelizagdo. Os fibroblastos
produzem colageno, bem como glicosaminoglicanos e proteoglicanos, que sdo os principais
componentes da matriz extracelular (MEC) (GUO, DIPIETRO, 2010).

Os macréfagos liberam mediadores quimicos e intensificam a migracdo e ativacado
dos fibroblastos (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, PEREIRA, 2009, REINKE,
SORG, 2012).

Os fibroblastos ativados migram da periferia para o centro da ferida onde produzem
colageno, substituindo a matriz extracelular existente por tecido conjuntivo mais forte e
mais elastico. Para a eficiéncia desse processo, é necessaria a angiogénese formada devido a
fatores de crescimento e baixa tensdo de oxigénio, sendo que as células endoteliais
atravessam a parede do vaso e migram até a regido da lesdo, onde sofrem diferenciacdo e
maturacdo formando os novos vasos (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008,
PEREIRA, 2009, REINKE, SORG, 2012).

Assim, macréfagos, fibroblastos e grande quantidade de vasos sanguineos
neoformados, suportados por uma matriz frouxa composta de fibronectina, acido
hialurénico e colagenos | e Il, formam o tecido de granulacdo, que é edematoso e bastante
hemorragico (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, REINKE, SORG, 2012).

Dois eventos contribuem para preenchimento do leito da ferida aberta, repondo o
tecido destruido pela agressdo: a prépria anatomia da lesdo proporcionando a migracao e
proliferacdo de células (fibroblastos e células epiteliais), e a diferenciacdo dos fibroblastos
em miofibroblastos possibilitando o movimento das margens, uma em direcdo a outra
(BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, ALBERTS, 2010).

Fibroblastos produzem fibronectina e acido hialurénico nas primeiras fases da
cicatrizacdo, responsdveis respectivamente pela fixacdo das células e resisténcia do tecido. A
medida que o processo evolui o acido hialurénico é substituido por proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, favorecendo a mobilizacdo das células e possibilitando a mudanca

fenotipica delas, principalmente a maturacdao de fibroblastos que passam a produzir
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coldgeno. E nesse periodo, o aumento da concentragdo de oxigénio devido aos vasos
neoformados é de extrema importancia para a hidroxilacdo dos residuos de prolina e lisina
na formacdo do colageno (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, ALBERTS, 2010).

Concomitantemente ocorre a reepitelizacdo, sendo necessdrio que o tecido de
granulagdo alcance a epiderme e sirva de alicerce as células epiteliais, e também, que seja
produzido o fator de crescimento epidérmico (EGF). Dessa forma, células epiteliais
provenientes da camada basal e células epiteliais adjacentes migram para o centro da lesao
para a formacdo de um novo tecido epitelial (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER,
2008, REINKE, SORG, 2012).

Ao final dessa fase, ocorre aumento da quantidade de colageno no tecido de
granulacdo e tem ha a formacao da cicatriz (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, KUMAR, ABBAS,
FAUSTO, 2005, GURTNER, 2008, PEREIRA, 2009, REINKE, SORG, 2012).

3.1.4 - Fase de remodelamento

Apds a sintese da matriz extracelular, o processo de cura entra na fase de
remodelacdo, que podem durar anos. Nesta fase ocorre a regressdao de muitos dos capilares
recém-formados e a densidade vascular da ferida retorna ao normal. Uma caracteristica
critica desta fase é a remodelacdao para uma arquitetura que se aproxima da do tecido
normal. A ferida também sofre contracao fisica ao longo de todo o processo, possivelmente
mediada por miofibroblastos (GUO, DIPIETRO, 2010).

Por volta do décimo dia, a ferida estd totalmente preenchida por tecido de
granulacdao, com uma rede de capilares sanguineos atravessando-o e, com a rede linfatica
em franca regeneracdo, devido a sua reconstrucdo ter se iniciado posteriormente a dos
vasos sanguineos. O tecido de granulacdo vai sendo organizado com mais fibras colagenas e
comeca a adquirir a aparéncia de uma massa fibrdtica caracteristica da cicatriz (BALBINO,
PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, REINKE, SORG, 2012;).

O processo de remodelamento da cicatriz envolve etapas sucessivas de producao,
digestdo e orientacdo das fibrilas de colageno. A deposicdo de coldgeno é feita, a principio,
de maneira aleatéria tendo como orientacdo a organizacao da fibronectina e é dependente
da natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fibras sdo subsequentemente

digeridas pela colagenase, sendo ressintetizadas e rearranjadas de acordo com a



17

organizacao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente unidas por ligacdes
covalentes. Essas ligacdes sao formadas entre moléculas de tropocolageno no ambito da
fibrila e entre as préprias fibrilas. Repeti¢des sucessivas da lise, ressintese, redirecionamento
e religacdo formam fibras maiores de coldgeno e o aspecto da cicatriz fica mais regular. Isso
aumenta a sua resisténcia devido a organizagao das fibras que acompanham as forgas
mecanicas a que o tecido esta sujeito durante a atividade normal (GENESER, 2000, BALBINO,
PEREIRA, CURI, 2005, GURTNER, 2008, REINKE, SORG, 2012).

3.2 - DIABETES

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas em que o individuo
mantém niveis elevados de glicose no sangue, devido a producdo insuficiente de insulina ou
ao ndo reconhecimento das células a insulina produzida pelo pancreas. Os sintomas cldssicos
da doencga sdo a poliuria (miccao frequente), a polidipsia (sede aumentada) e a polifagia
(aumento da fome) (KOLLURU et al., 20012).

O DM é considerado um importante problema em saude publica, com incidéncia e
prevaléncia atingindo proporc¢des epidémicas pelo aumento significativo nos ultimos anos e
estima-se que mais de 400 milhdes de pessoas sofrerdo de DM no ano de 2030 em todo o
mundo (BONA et al., 2010, THOOPPUTRA, 2012).

O DM pode ser classificado em dois tipos principais: diabetes tipo |, em que a insulina
€ necessaria para a sobrevivéncia e diabetes do tipo Il, o mais comum, e relacionado com
desordem na secregdo de insulina ou na sensibilidade a mesma (THOOPPUTRA, 2012).

Outros tipos de DM podem ocorrer, como a induzida por defeitos genéticos na
funcdo das células B; defeitos genéticos na acdo da insulina; por doencas do péancreas
exdcrino (tal como fibrose cistica); por drogas quimicas (tais como no tratamento de HIV
/AIDS ou apds transplante de 6rgdos) e o diabetes mellitus gestacional, diagnosticado
durante a gravidez (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Diabetes mellitus tipo | € uma doenga autoimune na qual é determinada por uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais. A doenca é caracterizada por hiperglicemia
cronica e pelo desenvolvimento de alteracbes vasculares. Neste tipo de diabetes hda uma
destruicdo, mediada por células T, das células B das ilhotas pancredticas secretoras de

insulina (RIBEIRO et al., 2012).
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O DM tipo | pode ocorrer em qualquer idade, mas a maioria dos pacientes é
diagnosticada antes dos 30 anos de idade e o processo da doenca inicia-se meses a anos
antes do surgimento dos sintomas clinicos (KNIP, 2012).

Knip (2012, apud ONKAMO et al., 1999) comenta que a incidéncia de DM tipo |
dobrara entre as criangas europeias com menos de cinco anos a partir do ano de 2005 até
2020, e que o numero de criangas menores de 15 anos com DM tipo | aumentara em 70%
durante o mesmo periodo.

O DM tipo Il acomete aproximadamente 90% a 95% dos diabéticos e pode ser
desencadeado por varios fatores, como obesidade, dieta hipercalérica e sedentarismo. O
DM Il é caracterizada por uma combinacdo de resisténcia a insulina e uma resposta
compensatdria a secrecdo de insulina inadequada, o que leva a uma hiperglicemia
caracteristica. Atualmente, observa-se que o tipo Il altera os niveis séricos de vdrios
aminodcidos que podem contribuir para as perturbacdes na secrecdo e acdo de insulina
(RIBEIRO et al., 2012).

O DM tipo Il compde uma grande proporg¢do do total de portadores da doenga em
nivel mundial e mais alarmante ainda, com uma tendéncia na queda na idade dos pacientes
portadores. Além disso, o DM tipo Il é frequentemente assintomatico em sua fase inicial e
pode permanecer sem diagndstico durante varios anos, e, muitos pacientes sdo
diagnosticados somente apds surgimento dos sintomas das complicagdes. As complicacdes
do DM tipo Il sdo uma das principais causas para a morbidade e a reducdo da expectativa de
vida. Tém sido demonstrados que pessoas adultas com diabetes tém maiores taxas de
derrame e morte por doenca cardiaca (THOOPPUTRA, 2012).

O tratamento do diabetes, tanto o tipo |, quanto o tipo Il € complexo e exige, além do
controle glicémico, uma série de intervencdes para melhora dos resultados. Diabetes exige
cuidados, manutencdo continua com atendimento médico, educacdo permanente para o
autocuidado e suporte para prevenir as complicacdes agudas e reduzir o risco de

complicacdes em longo prazo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

3.3 - CICATRIZAGAO E DIABETES

Individuos diabéticos exibem uma deficiéncia documentada na cicatrizacdo de feridas
agudas. Além disso, estdo propensos a desenvolver Ulceras do pé diabético, que sao

*Onkamo P, etal., Worldwide increase in the incidence of type | diabetes—the analysis of the data on
published incidence trends. Diabetologia, v. 42, p. 1395-1403. 1999.



19

estimadas para ocorrer em 15% de todas as pessoas com diabetes. Ulceras do pé diabético
sdo uma complicacdo grave do diabetes, e precedem 85% de todas as amputacdes dos
membros inferiores relacionadas a esta doenga (BREM, TOMIC-CANIC, 2007).

Segundo Vieira-Santos, et al., (2008) pé diabético é uma infeccdo, ulceracdo e ou
destruicao dos tecidos profundos associadas a anormalidades neurolégicas e varios graus de
doenga vascular periférica nos membros inferiores.

A cicatrizacdo prejudicada de feridas cutdaneas em pessoas com diabetes envolve
multiplos mecanismos fisiopatoldgicos complexos. Tanto as uUlceras do pé diabético, como a
doenca de estase venosa e Ulceras de pressdo, ndo curadas, sdo sempre acompanhadas por
hipdxia (LE, 2011). Uma situacdo de hipdxia prolongada é sustentada tanto pela perfusdo
guanto pela angiogénese insuficientes, sendo prejudiciais para a cicatrizacdo de feridas. A
hipéxia pode amplificar a resposta inflamatdria inicial, prolongando assim a lesdo ao
aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) (GUO, DIPIETRO, 2010,
BERMUDEZ et al., 2011, KOLLURU, 2011, LE, 2011).

A hiperglicemia também pode contribuir com o estresse oxidativo, quando a
producdo de ROS excede a capacidade anti-oxidante. A formacdo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), e da interacdo com os seus receptores (RAGE) na hiperglicemia
estdo associados com a dificuldade de cura de feridas em ratos diabéticos. Bem como, altos
niveis de metaloproteases (MMPs) que sdo uma caracteristica de Ulceras do pé diabético, e
os niveis de MMPs no fluido de feridas crénicas sdo quase 60 vezes maiores do que em
feridas agudas, contribuindo ainda mais para a destruicdo do tecido e impedindo a cura
(GUO, DIPIETRO, 2010, BERMUDEZ et al., 2011, KOLLURU, 2011, LE, 2011).

Muitas fungdes celulares desreguladas estdao envolvidas na progressao das feridas
diabéticas, tais como, deficiéncia da resposta imune das células T, defeitos na quimiotaxia de
leucécitos, fagocitose e capacidade bactericida, devido a diminuicdo da producdo de
guimiocinas, fatores de crescimento e o atraso na infiltracdo de células inflamatdrias.

Nas feridas de pacientes diabéticos ocorre disfuncdo dos fibroblastos e de células
epiteliais. As alteracbes em varias quimiocinas e fatores de crescimento em feridas
diabéticas levam a dificuldade na angiogénese, na formacdo da matriz e reepitelizacdo (GUO,
DIPIETRO, 2010, BERMUDEZ et al., 2011, KOLLURU, 2011, LE, 2011).

Dessa forma, o individuo diabético fica propenso a infeccdo e dificuldade de cura em

feridas (GUO, DIPIETRO, 2010, BERMUDEZ et al., 2011, KOLLURU, 2011, LE, 2011).
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Em relacdo a angiogénese inadequada, varios estudos que investigaram os
mecanismos pelo qual ocorre uma diminuigdo da restauragao da vasculatura em feridas em
pacientes diabéticos, e constataram que ha mobilizacao de células precursoras endoteliais
(ECPs) deficientes, e que o nivel do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) também
¢ diminuido no diabetes (BREM, TOMIC-CANIC, 2007).

Durante as fases posteriores da cicatrizagcao em diabéticos, a persisténcia de células
inflamatdrias nas feridas também resultam em danos de forma persistente, devido ao
aumento da expressao de interleucina-1b (IL-1b), do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
das metaloproteases (MMPs) (GUO, DIPIETRO, 2010, BERMUDEZ et al.,, 2011, KOLLURU,
2011, LE, 2011).

A neuropatia, provavelmente, também contribui para a dificuldade de cura de feridas
em diabéticos. Os neuropeptideos, tais como o fator de crescimento do nervo, a substancia
P, a calcitonina e peptideos sdo relevantes para a cicatrizacdo de feridas, pois promovem a
quimiotaxia de células, induzem a producdo de fator de crescimento, e estimulam a
proliferacdo de células. Uma diminuicdo de neuropeptideos tem sido associada com a
formacdo de ulceras de pé diabético. Além disso, os nervos sensoriais sdo importantes
moduladores nos mecanismos de defesa, resultando em reducdo da infiltracdo de leucdcitos
(GUO, DIPIETRO, 2010, LE, 2011).

Outros aspectos da cicatrizacdo de feridas em pacientes diabéticos incluem a
proliferacdo celular reduzida no tecido da ferida, diminui¢cdo do inicio da diferenciacdo dos
miofibroblastos, e aumento dos niveis de apoptose inadequado durante as fases do
processo de cura. Dificuldade de migracdo de células epiteliais e diminuicdo da migracdo e
proliferacdo de fibroblastos (GUO, DIPIETRO, 2010, BERMUDEZ et al., 2011, KOLLURU, 2011,
LE, 2011).

Portanto, podemos resumir que a deficiéncia de cura que ocorre em individuos com
diabetes envolve hipdxia, disfuncdo dos fibroblastos e células epiteliais, diminuicdo da
angiogénese e neovascularizacdo, altos niveis de metaloproteases, danos causados por ROS
e AGEs, diminuicdo da resisténcia imunoldgica do hospedeiro e neuropatia (GUO, DIPIETRO,

2010, LE, 2011).
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3.4 - PROPOLIS

O prépolis é uma substancia resinosa, produzida pelas abelhas a partir da coleta de
substancias secretadas pelas plantas. E encontrada nas colmeias, onde é responsavel pela
impermeabilizagdo, isolamento térmico, veda¢do e no combate contra as infecgdes fungicas
e bacterianas (MANARA et al., 1999, LENNAN et al., 2008).

Esse prépolis recolhido da colmeia de abelhas apresenta em sua composicado basica,
cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de
polen e 5% de detritos de madeira e terra. Estes valores se referem a espécie Apis mellifera
L., cujo prépolis é a mais estudada entre as abelhas (MENEZES, 2005).

Mais recentemente, o proépolis, ficou conhecido por ter uma vasta gama de
atividades bioldgicas, tais como, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante,
hepatoprotetora, atividades antitumorais e no tratamento de lesGes cutdneas tais como
queimaduras e feridas (MANARA et al., 1999, MENEZES, 2005, MOURA, 2011;).

A composicdo do propolis é determinada principalmente pelas caracteristicas
fitogeograficas existentes ao redor da colmeia. Entretanto, a composicdo do prépolis
também varia sazonalmente em uma mesma localidade. Variagcdes na composicao também
foram observadas entre amostras de propolis coletadas em uma mesma regido, por
diferentes racas de A. melifera (MENEZES, 2005, MOURA, 2011). Contendo mais de 200
constituintes, os principais compostos quimicos isolados do prépolis até o momento podem
ser organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos, acidos e
ésteres aromaticos, acucares, alcoois, aldeidos, acidos graxo, aminoacidos, esterdides,
cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavondides (flavonas, flavondis e flavononas),
Terpendides, Proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais. Sendo os
flavondides os mais importantes (MENEZES, 2005, NAJAFI, 2007).

O propolis é muito procurado em alguns paises para o tratamento de uma gama de
doencas humanas, e para fins cosméticos. O uso medicinal do prdépolis inclui: o tratamento
de transtornos do sistema cardiovascular e sangue (anemia), aparelho respiratério (por
diversas infeccdes), atendimento odontolégico, regeneracdo dos tecidos em dermatologia
(ulceras, excema, cicatrizacdo de feridas - especialmente feridas de queimaduras, micoses,

infeccOes das mucosas e lesdes), tratamento de cancer, melhora do sistema imunoldgico,
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disturbios do trato digestivo (uUlceras e infec¢es), protecdo do figado e tantas outras

aplicacGes (NAJAFI, 2007).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - ANIMAIS

Para a realiza¢do deste estudo foram utilizados trinta e dois ratos (Rattus norvegicus
albinus), da linhagem Wistar, macho, sadios ao exame clinico, pesando entre 220g e 290g,
com aproximadamente trés meses de idade e provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os animais foram pesados em uma balanca
analdgica Marte®, separados em dois grupos e alojados em gaiolas plasticas Beiramar® para
ratos, com quatro animais por gaiola, mantidos no Biotério Central da UNIFAL-MG em
fotoperiodo natural de 12 horas, temperatura 22°C e umidade aproximadamente de 55%.
Aos animais foram fornecidos dgua e racdo sélida para animais da marca Purina® ad libitum.
Antes do inicio da parte experimental os animais ficaram um periodo de quatro dias em
observacdo. Neste estudo os animais foram tratados segundo os principios éticos da
experimentagao animal de acordo com a sociedade brasileira de ciéncias de animais de
laboratério (SBCAL) com aprovacgdo do “Comité de ética em pesquisa animal” da UNIFAL-

MG, registrado sob o n°386/2012.

4.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo um grupo composto por 24
animais diabéticos induzidos e outro grupo composto por 8 animais nao diabéticos, com a
seguinte denominacao:

a) Grupo 1 - diabéticos;
b) Grupo 2 - ndo diabéticos.

Os grupos foram subdivididos como se segue:

Grupo 1 em subgrupo 1A com 4 animais que foram eutanasiados apds 4 dias do
procedimento cirdrgico e subgrupo 1B com 4 animais que foram eutanasiados apds 10 dias
do procedimento cirurgico.

Grupo 2 em subgrupo 2A com 4 animais que foram eutanasiados apds 4 dias do
procedimento cirdrgico e subgrupo 2B com 4 animais que foram eutanasiados apds 10 dias

do procedimento cirurgico.
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3.5 - INDUGAO DO DIABETES

Na pré-inducdo do diabetes, correspondente ao dia que antecede a indugao, todos os
32 animais tiveram o peso corporal e os indices glicEmicos registrados, em seguida iniciou-se
o jejum alimentar por um periodo de 12 horas com fornecimento de agua ad libitum.

Os valores glicémicos foram obtidos seccionando-se a extremidade da cauda do
animal e depositando uma gota de sangue diretamente sobre a célula da tira reagente para
glicemia ®G-TECH FREE 1, sendo o valor da glicemia registrado com glicosimetro portatil
também de marca ®G-TECH FREE 1.

Os animais do Grupo 1 tiveram o diabetes experimental induzido pela administragao
de uma solucdo aquosa de aloxana (5,6 Dioxiuracil monohidrato, Aloxan-Sigma - St. Louis -
USA) diluida em solugdo salina de 0,9% por via intraperitoneal na dose Unica de 120mg/kg
de peso corporal, utilizando-se seringas com agulhas de calibre 13 x 4,5mm.

Foi diluida a quantidade de aloxana (120mg/kg) correspondente ao peso do animal
em 0,5ml de solugdo fisioldgica a 0,9% para aplicagdo intraperitoneal.

Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram valores glicémicos
superiores a 200mg/dl (CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, 2003, LERCO, et al., 2003).

Os animais do Grupo 2 receberam 0,5ml de solucdo salina a 0,9% por via
intraperitoneal utilizando-se seringas com agulhas de calibre 13 x 4,5mm.

Decorridas 4 horas da administracdo da aloxana, os animais receberam glicose
hipertonica a 10% na agua de beber, durante um periodo de 24 horas e apds esse periodo,
retornou-se com a alimentacdo e a hidratacdo normais.

Os animais submetidos ao diabetes experimental foram observados clinicamente por
um periodo de 10 dias apds a inducdo, quando a dosagem da glicemia foi medida para

confirmagdo do desenvolvimento da doenga.

4.4 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apds os 10 dias de inducdo do diabetes e da aplicacdo de solucdo salina a 0,9%,
foram realizadas feridas no dorso dos animais, sob anestesia.
A anestesia foi realizada com a administracdo, por via intraperitoneal, de 2,2,2

Tribromoethanol (TBE) na dose de 0,5g/kg de peso do animal diluido em soluc¢do salina a
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0,9%. O TBE foi aplicado de forma independente, com a utilizagdo de seringas com agulhas
de 13 x 4,5mm. Esse procedimento anestésico foi utilizado neste estudo quando se fez
necessario.

Os animais formam tricotomizados manualmente, delimitando uma area de 7,5 x 2,5
cm (FIGURA 1); em seguida foi realizada a antissepsia com gaze embebida em alcool a 70%,
seguindo-se, com o auxilio de um instrumento de biopsia Punch de 5mm de diametro, a
realizacdo de 3 lesdes circulares com profundidade suficiente para a remocdo do epitélio
(FIGURA 2).

A inducdo das lesGes no dorso dos animais seguiu o seguinte padrdo: a primeira lesdo
foi a aproximadamente 3cm da base das orelhas, no sentido céfalo-caudal, a segunda lesdo e
a terceira lesdo foram realizadas respeitando um limite minimo de 2cm entre as lesdes e a
linha média no dorso, conforme Figura 3. Apds a confec¢do das feridas os animais foram

alojados individualmente nas suas caixas.

Figura 1 - Mensuracgdo da area do dorso do animal apds a tricotomia.
Fonte: Do autor
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Figura 2 - Representagao das lesdes no dorso dos animais.
Fonte: Do autor.

- -
Figura 3 - Realizagdo das lesdes cutaneas com Punch de 5mm.
Fonte: Do autor.

4.5 - TRATAMENTO DAS FERIDAS

Todos os animais receberam simultaneamente, apds a cirurgia, tratamento tépico
com pomada de prépolis comercial a 10% adquirida em farmacia de manipulagao
proveniente de abelhas da espécie Apis melifera, tratamento tépico com dexametasona a
0,1% (acetato de dexametasona 1mg/excipiente g.s.p...1g ), da marca GERMED®, adquirida

em farmacia comercial e tratamento tdpico com solucdo salina a 0,9%, todos cobrindo a
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totalidade da ferida (FIGURA 4). Estes procedimentos foram realizados diariamente por volta

das 10h durante o periodo experimental.

Figura 4. Representag¢do das feridas e do tipo de tratamento.
Fonte: Do autor.

4.6 ANALISE DO PROPOLIS

4.6.1 Obtencao do extrato de préopolis

Foi utilizado 5g da pomada de propolis, passando por um processo de extracdo do
prépolis com a utilizagdo de 500mL de solugdo hidroalcdolica 95%. A extragdo foi feita numa
temperatura ambiente durante 12 horas sob agitacdo. Apds a extracdo, a amostra foi filtrada
e o solvente foi rotaevaporado. O pd obtido foi armazenado em tubo de ensaio estéril com

rosca e mantido em refrigerador, a temperatura de +42C a +82C.

4.6.2 Teor de flavondides totais

A concentragao de flavondides totais foi determinada de acordo com Brasil (2003).
Para determinar o teor de flavondides totais nas amostras, inicialmente foi preparada uma
curva de concentracdo padrao com quercetina dihidratada, dessa forma, em tubos de ensaio
foram adicionados aliquotas de 0,5 a 2,5ml de solugdo de quercetina a 50mg/l, 0,5ml
solucdo de cloreto de aluminio a 5%, 1,0ml de solucdo de acetato de sddio a 0,1mol/l e de 6

a 8,5ml de metanol. Para o preparo das amostras foram misturados 1,0mL da solucdo de
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propolis, 0,5mL de solugdo de cloreto de aluminio, 1,0mL de solugdo de acetato de sddio e
7,5mL de metanol. Decorridos 40 minutos a 25°c temperatura ao abrigo da luz, foi tomada a
leitura de cada solucdo, em espectrofotometro, calibrado em 100% de transmitancia,
utilizando o branco a 425nm. E de acordo com analise bioquimica realizada no laboratdrio
de bioquimica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL, o extrato de proépolis

analisado revelou ter: 0,41% de flavonodides totais.

4.6.3 Teor de fendis totais

A concentragdo de compostos fendlicos foi determinada de acordo com Brasil (2003).
Para determinar o teor de fendis totais presentes nas amostras, inicialmente foi preparada
uma curva padrao com o acido galico, dessa forma, em erlenmeyers foram adicionados de
0,5 a 4,5ml de solugdo de acido galico a 50mg/ml, 4ml de reativo fenol Folin-Ciocalteau, 6ml
de solugdo de carbonato de sédio 20% e aproximadamente 40ml de agua destilada. Para o
preparo das amostras foram misturados, 1ml de solucdo de prépolis, 60ml de agua destilada,
5ml de reativo fenol Folin-Ciocalteau, 10ml de solucdo de carbonato de sédio e completado
para o volume de 100ml com agua destilada. Decorridos 2 horas, a leitura foi tomada em
espectrofotébmetro, calibrado em 100% de transmitancia, utilizando o branco a 760nm. E de
acordo com analise bioquimica realizada no laboratério de bioquimica do Instituto de
ciéncias biomédicas da UNIFAL, o extrato de prépolis analisado revelou ter 7,11% de

fendlicos totais.

4.7 - PROCEDIMENTOS UTILIZADOS PARA EUTANASIA DOS ANIMAIS E AVALIAGAO DAS
FERIDAS

Apds o periodo de 4 dias da cirurgia os animais do subgrupo 1A e do subgrupo 2A
foram eutanasiados, e apds o periodo de 10 dias da cirurgia os animais do subgrupo 1B e
subgrupo 2B também foram eutanasiados.

Para a eutandsia os animais foram submetidos a administracdo, por via
intraperitoneal, de 2,2,2 Tribromoethanol (TBE) na dose de 1,5g/kg de peso do animal

diluido em solucdo salina a 0,9%.
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A lesdo foi mensurada e o tecido da area correspondente a lesao foi excisionado com
a utilizacdo de uma lamina de bisturi n°15 montada em um cabo de bisturi n°3. A amostra foi
removida com um formato quadrangular para preservar 1cm de margem livre em todo o
contorno da lesdo. A amostra foi fixada em paraformaldeido tamponado com pH 7,4 por 48
horas. Durante a macroscopia a amostra foi seccionada em partes iguais para que os cortes
histoldgicos efetuados correspondessem sempre a regido mediana da lesdo e no mesmo

plano anatdémico do animal.

4.8 - MEDICOES DA CONTRACAO DA FERIDA

A contracdo da ferida foi avaliada medindo-se a drea da ferida pela afericdo dos
didmetros maior e menor, com auxilio de um paquimetro digital JOMARCA®, com medicao
precisa de 0,01lmm. Foram tomadas essas medidas logo apds a inducdo cirurgica da ferida e
no dia da morte do animal, no 4° dia para os subgrupos 1A e 1B e no 10° dia para os
subgrupos 2A e 2B.

Utilizou-se a equacdo matematica proposta por Prata, et al., (1988), para obtencao

da area:

A: rt.R.r

Onde "A" representa a area, "R" o raio maior e "r" o raio menor da ferida. O calculo
do percentual de contracao foi expresso através da equagdao matematica sugerida por

Ramsey et al., (1995), onde Wo representa a area inicial da ferida, Wi area final da ferida:

% de contracdo = 100. [(Wo —Wi)/Wol
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Figura 5. Mensuragdo do didmetro das lesGes cutaneas.
Fonte: Do autor.

4.9 — MICROSCOPIA

ApOds a fixagdo, as amostras foram desidratadas em sequéncia gradativa de alcool
(70%, 90%, 95%, 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina. Os blocos
foram submetidos a cortes de 4um de espessura preparando-se quatro laminas com dois
cortes em cada uma, que foram coradas pelo método de hematoxilina e eosina (HE), com o
objetivo de visualizar a morfologia geral, a inflamacao e principalmente o reparo.

Os critérios utilizados na analise microscopica foram aplicados para o infiltrado
inflamatdrio, o tecido de granulacdo e a reepitelizacdo. A andlise microscdpica desses
fendmenos foi qualitativa, global e subjetiva e considerou a presenca e a intensidade desses
fenbmenos, comparativamente entre os grupos experimentais. Esses fendbmenos foram
posteriormente quantificados e graduados em ausente (0), discreto (1), moderado (2) e
intenso (3) e foram tabulados com o objetivo de gerar dados para confeccdo de tabelas, para
melhor analise comparativa entre os grupos experimentais deste estudo e com outros

trabalhos de metodologias semelhantes (FIGURA 6).
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Grupos Experimentais

Controle

Prépolis

Dexametasona

Espécimes

2

3

1

2

3

4

1

2

3

4

Infiltrado
Inflamatério MN

Infiltrado
Inflamatério PMN

Tecido de
Granulacao

Reepitelizacao

Figura 6 - Modelo de tabela para preenchimento dos dados obtidos na analise microscopica.

Fonte: Do autor

5 - ANALISE ESTATISTICA

O estudo de todas as variaveis foi realizado através da técnica de andlise de varidancia

em esquema fatorial, complementado com andlise das médias significativas pelo teste

Tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. Todos os testes foram

realizados pelo programa estatistico Sisvar versdo 5.1.
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6 - RESULTADOS

Dos 24 animais submetidos a indugdo do diabetes experimental, 15 (62,5%)
apresentaram valores glicémicos inferiores ao valor estabelecido de 200mg/dl, padronizado
para a constatacdo do diabetes, sendo entdo descartados, 9 (37,5%) apresentaram-se dentro
dos critérios estabelecidos para o diabetes com glicemia superior a 200mg/dl, além de sinais
clinicos, tais como, perda de peso, polidipsia e polidria observados no decorrer do
experimento. Um animal com diabetes (4,1%) morreu durante a experimentagdo e assim o
Grupo 1 contou com 8 animais.

No dia anterior ao protocolo de indugdao do diabetes, os animais foram pesados e
tiveram os valores glicémicos registrados. Isso possibilitou tanto o cdlculo da dosagem da
aloxana quanto a confirmac¢do do diabetes induzido (TABELAS 1 e 2).

Na tabela 1, podemos observar que a média de glicemia dos animais do Grupo 1 pés-
inducdo foi de 444,5mg/dl (DP= 51,10), enquanto que os animais do Grupo 2 obtiveram
média de glicemia de 117,12mg/d| (DP= 17,48).

Tabela 1. Taxa de variacdao de glicemia dos grupos 1 e 2 na pré-inducdo e pds-inducdo do
diabetes

GRUPO 1 GRUPO 2
Glicemia* Glicemia* Glicemia* Glicemia*
Pré-inducao Pds-inducao Pré-inducao Pds-inducao
R1 129 470 111 129
R2 116 443 123 118
R3 123 539 119 74
R4 119 387 126 129
R5 116 380 127 127
R6 125 416 113 115
R7 112 496 119 114
R8 120 425 121 131
Média 120 444,5 119,87 117,12
+Desvio Padrao 15,14 51,10 15,32 117,48

*miligramas de glicose por decilitro de sangue.

Na Tabela 2 observamos que a média de peso dos animais do Grupo 1 foi menor apds
a inducdo do diabetes, enquanto que no Grupo 2 a média de peso ap6s a inducdo também

foi maior.
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Tabela 2. Taxa de variacdo de peso dos grupos 1 e 2 na pré-inducdo e pds-indugdo do
diabetes.

GRUPO 1 GRUPO 2
Peso* Peso* Peso* Peso*
Pré-inducao Pds-inducdo Pré-inducao Pds-inducao
R1 259 223 288 290
R2 295 265 273 305
R3 259 231 260 304
R4 289 263 245 280
R5 266 257 256 267
R6 265 278 225 230
R7 275 250 232 255
R8 290 268 250 240
Média 274,75 254,375 253,625 271,375
+ Desvio Padrao 113,75 117,63 119,29 126,45

* peso em quilogramas.

Na Tabela 3, ao avaliar a contracdo das lesdes cutaneas dos grupos, em ambos os
periodos, podemos observar que a porcentagem de contracdo da lesdo foi sempre maior nos
animais tratados com propolis, seguido pelos tratados com dexametasona e solugdo salina

(p=0,03).

Tabela 3. Média de contracdo das lesdes cutaneas dos grupos 1 e 2, conforme os
tratamentos, grupos e periodos.

GRUPO 1 GRUPO 2
Periodos 4 dias 10 dias 4 dias 10 dias
Salina 20,41 +3,77° 84,38 +3,22° 25,92 +2,71° 88,80 +2,98
Dexametasona 33 46,33° 91,20 +2,39¢ 37,41+5,6 94,99 +0,86"
Prépolis 34,99 +4,94° 93,18 +1,44° 40,16 +6,15' 95,98 +0,73 "

Os resultados sdao expressos como médias e + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Foi utilizado analise de
varidncia em esquema fatorial e teste tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. (a-b)
indicam diferencgas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 1 no periodo de 4
dias. (c-d) indicam diferengas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 1 no
periodo de 10 dias . (e-f) indicam diferencas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no
grupo 2 no periodo de 4 dias. (g-h) indicam diferencas estatisticamente significativas entre as formas de
tratamento no grupo 2 no periodo de 10 dias
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Em relagdo ao infiltrado de macroéfagos (Mg), conforme mostrado na Tabela 4, a
média de infiltrado de MN no Grupo 1 foi maior em relagdo ao Grupo 2, no periodo de 10
dias (p=0,03).

Conforme observado ainda na Tabela 4, no Grupo 2, no periodo de 4 dias, com
relacdo ao infiltrado de macroéfagos, podemos observar que a média do infiltrado dos
animais tratados com proépolis foi de 1,72 (p=0,02), enquanto que nos tratados com

dexametasona a média foi de 1,47 e nos tratados com solugdo salina a média foi de 1,40.

Tabela 4. Média do infiltrado mononuclear (M@) de lesGes cutaneas, conforme os grupos e
periodos.

GRUPO 1 GRUPO 2
Periodos 4 dias 10 dias 4 dias 10 dias
Salina 1,31 +0,18° 1,22 +0° 1,40 +0,2° 0,7 +0°
Dexametasona 1,31 +0,18° 1,22 +0° 1,47 +0,31° 0,7 +0°
Prépolis 1,38 +0,2° 1,31 +0,18° 1,72 0,16° 0,7 +0°

Os resultados sdao expressos como médias e + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Foi utilizado analise de
varidncia em esquema fatorial e teste tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. (a-b)
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os periodos e grupos. (a-c) indicam diferencas
estatistica significativas entre os tratados com prdpolis, no grupo 2 entre os periodos. (b-c) indicam diferencgas
estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 2 no periodo 4 dias. (a) indica diferenca
estatistica nao significativa entre as formas de tratamento no grupo 2 no periodo de 10 dias.

Podemos observar na Tabela 5, que a média do infiltrado de neutrdéfilos dos animais
tratados com propolis foi de 1,22 (p=0,0036), enquanto que a média dos tratados com

dexametasona foi de 1,31, e a média dos tratados com solugdo salina foi de 1,49.

Tabela 5. Média de infiltrado de polimorfonuclear (PMN) de lesdes cutaneas, conforme os
tratamentos, grupos e periodos.

GRUPO 1 GRUPO 2
Periodos 4 dias 10 dias 4 dias 10 dias
Salina 1,49 +0,18° 0,7 +0° 1,40 +0,18° 0,7 +0°
Dexametasona 1,31 +0,18" 0,7 +0° 1,22 +0° 0,7 +0°
Prépolis 1,22 +0° 0,7 +0° 1,22 +0° 0,7 +0°

Os resultados sdo expressos como médias e + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Foi utilizado analise de
varidancia em esquema fatorial e teste tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. (c-b-a)
indicam diferencgas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 1 no periodo de 4
dias. (d) indica diferenca estatistica ndo significativa entre as formas de tratamento no grupo 1 e grupo 2 no
periodo de 10 dias. (b-a) indica diferencga estatistica significativa entre as formas de tratamento no grupo 2 no
periodo de 4 dias e entre os grupos no periodo de 4 dias.
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Com relacdo a média de formacdo do tecido de granulacdo, como apresentado na
Tabela 6, no Grupo 1 no periodo de 10 dias, os animais tratados com prépolis apresentaram
média de 1,87 (p=0,01), enquanto que os tratados com dexametasona tiveram média de

1,58 e os tratados com soluc¢do salina tiveram média de 1,58.

Tabela 6. Média de formagdo do tecido de Granulagdo dos animais, conforme os
tratamentos, grupos e periodos.

GRUPO 1 GRUPO 2
Periodos 4 dias 10 dias 4 dias 10 dias
Controle 1,22 +0° 1,58 +0° 1,22 +0° 1,87 +0°
Dexametasona 1,40 +0,18° 1,58 +0° 1,31 +0,18° 1,87 +0°
Prépolis 1,36 +0,2° 1,87 +0° 1,31 +0,18° 1,87 +0°

Os resultados sdao expressos como médias e + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Foi utilizado analise de
varidncia em esquema fatorial e teste Tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. (a) indica
diferenca estatistica ndo significativa entre as formas de tratamento no grupo 1 e grupo 2 no periodo de 4 dias.
(b-c) indicam diferengas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 1 no periodo
de 10 dias, e entre os grupos no periodo de 10 dias. (d) indica diferenca estatistica ndo significativa entre as
formas de tratamento no grupo 2 no periodo 10 dias.

Com relagdo a reepitelizacdo, como apresentado na Tabela 7, os animais do Grupo 1
no periodo de 10 dias e tratados com proépolis, apresentaram média de 1,72 (p=0,01),

enguanto que a média no Grupo 2, no mesmo periodo e tratamento foi de 1,58.

Tabela 7. Média de formacdo de reepitelizacdo dos animais, conforme os tratamentos,
grupos e periodos.

GRUPO 1 GRUPO 2
Periodos 4 dias 10 dias 4 dias 10 dias
Controle 1,22 +0° 1,65 +0° 1,22 +0° 1,58 +0°
Dexametasona 1,22 +0° 1,58 +0° 1,22 +0° 1,65 +0,16"
Prépolis 1,22 +0° 1,72 +0,16° 1,22 +0° 1,58 +0°

Os resultados sdo expressos como médias e + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Foi utilizado analise de
variancia em esquema fatorial e teste tukey. Todos os testes foram feitos com 5% de significancia. (a) indica
diferencga estatistica ndo significativa entre as formas de tratamento no grupo 1 e grupo 2 no periodo de 4 dias.
(b-c) indicam diferencas estatisticamente significativas entre as formas de tratamento no grupo 1 no periodo
de 10 dias e entre os grupos no periodo de 10dias. (b) indica diferenca estatistica ndo significativa entre as
formas de tratamento no grupo 2 no periodo 10 dias.
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Podemos observar no Grupo 1 no periodo de 10 dias, que a média de reepitelizagdo
dos animais tratados com prépolis foi de 1,72 (p=0,03), enquanto que a média nos tratados
com dexametasona foi 1,58 e a média dos tratados com solugdo salina foi de 1,65 (TABELA

7).
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7

as represen
e 2 no periodo de 4 dias. (A, C, E) Cortes histoldgicos animais do Grupo 1, sendo (A) tratados com
solugdo salina, (C) tratados com dexametasona e (E) tratados com Prépolis. (B, D, F) Cortes
histolégicos dos animais do Grupo 2, sendo (B) dos animais tratados solugdo salina, (D) tratados com
dexametasona e (F) tratados com Prépolis. (HE-10X).
Fonte: Do autor.
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Figura 8 - Fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos das lesdes cutaneas dos ratos dos Grupos 1
e 2 no periodo de 10 dias. (A, C, E) Cortes histoldgicos animais do Grupo 1, sendo (A) tratados com
solugdo salina, (C) tratados com dexametasona e (E) tratados com Prépolis. (B, D, F) Cortes
histolégicos dos animais do Grupo 2, sendo (B) dos animais tratados solugdo salina, (D) tratados com
dexametasona e (F) tratados com Prépolis. (HE-10X).

Fonte: Do Autor.

o
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos das lesdes cutaneas dos ratos dos Grupos 1
e 2 no periodo de 4 dias. (A, C, E) Cortes histoldgicos animais do Grupo 1, sendo (A) tratados com
solugdo salina, (C) tratados com dexametasona e (E) tratados com Propolis. (B, D, F) Cortes
histolégicos dos animais do Grupo 2, sendo (B) dos animais tratados solugdo salina, (D) tratados com
dexametasona e (F) tratados com Prépolis. (HE-40X).

Fonte: Do autor.
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos das lesGes cutdneas dos ratos dos Grupos 1
e 2 no periodo de 10 dias. (A, C, E) Cortes histoldgicos animais do Grupo 1, sendo (A) tratados com
solugdo salina, (C) tratados com dexametasona e (E) tratados com Propolis. (B, D, F) Cortes
histolégicos dos animais do Grupo 2, sendo (B) dos animais tratados solugdo salina, (D) tratados com
dexametasona e (F) tratados com Prépolis. (HE-40X).

Fonte: Do autor.
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7 — DISCUSSAO

Individuos diabéticos possuem dificuldades de cicatrizagdo de feridas por varios
fatores, além disso, sdo propensos a desenvolver Ulceras do pé diabético, estimadas para
ocorrer em 15% dos diabéticos. Ulceras do pé diabético sdo uma complicagdo séria, e
precedem 84% de todas as amputagdes de perna relacionados ao diabetes (GUO, DIPIETRO,
2010).

Ulceras do pé diabético sdo tipicamente feridas crénicas com dificuldades para
cicatrizacdo que ocorrem devido ao processo fisiopatolégico do diabetes, que incluem
isquemia, defeitos intrinsecos na angiogénese e imunidade diminuida contra a infecgdo. A
sequéncia recorrente de pequenos traumas formam Ulceras cutdneas mal curadas
potencialmente progridem para a amputacao dos membros inferiores, com consequente
prejuizo na qualidade de vida e maior risco de mortalidade (NATHER, 2011).

A natureza e a dificuldade de cicatrizacao das feridas cronicas continuam a ser um
desafio aos profissionais de salde, pois muitas sdo as op¢des de tratamento, com resultados
muito distantes do ideal. Diante disso, formas alternativas de tratamento bioldgico tém sido
utilizadas e estdao ganhando reconhecimento, como por exemplo, a utilizagdo do mel e do
propolis, que possuem efeitos biolégicos capazes de melhorar a cicatrizacdo em feridas
(DENTE, 2009, ALVES et al., 2008).

Os principais compostos quimicos isolados da prépolis em nosso trabalho foram: os
compostos fendlicos e os compostos flavondides. Os flavondides, por serem os mais
importantes atuantes em diversos processos fisioldgicos, auxiliando na absorc¢do e na acao
de vitaminas, atuando nos processos de cicatrizacdo como antioxidantes, além de
apresentarem atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune. E apesar de serem
os componentes do prépolis mais extensivamente estudados, eles ndo sdo os unicos
responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas (MENEZES, 2005).

Frente a essa realidade, torna-se imprescindivel a melhor compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos do diabetes e de suas complicagdes a procura de tratamentos
capazes de contribuirem com as altera¢des enddcrino-metabdlicas causadas pela doenca e,
principalmente as lesdes cronicas nos diferentes érgaos. Contudo, estudos experimentais

sobre o diabetes e suas complicacdes tém sido extremamente necessarios, justificando-se,
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portanto, os varios modelos para sua indugdao experimental, como por exemplo, o por
aloxana utilizado neste estudo (LERCO et al., 2003).

Para a indugdo do diabetes experimental utilizamos aloxana devido a sua capacidade
de induzir DM irreversivel apds 24 horas de sua administracdo e a condicdo revela-se cronica
por testes de laboratério depois de sete dias (CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, 2003).
Considerando também que este modelo diabético aloxanico é reconhecido pela similaridade
ao quadro diabético insulino-dependente (LENZEN, 2008). O indice de sucesso em nosso
trabalho para indugdao de diabetes por aloxana foi de 37,5%, préximo aos indices obtidos
com este método em outros estudos CARVALHO et al., (2003), LERCO et al., (2003) e
CARVALHO, CARVALHO, FERREIRA, (2003) que obtiveram cerca de 40% de ratos diabéticos
apos aplicacao de aloxana.

As perdas dos animais devido ao nao desenvolvimento do diabetes ou morte durante
a experimentacdo ndo interferiu na realizacdo do que foi proposto pelos objetivos deste
estudo, nem nos resultados alcangados, considerando que diferentes estudos, BITAR, AL-
MULLA, (2012), BERRETTA, et al., (2012), BERMUDEZ, et al.,, (2011) e KHANNA, (2010)
também utilizaram quatro ou trés animais por grupo.

Para esse estudo utilizamos como modelo experimental, ratos machos, da linhagem
Wistar, oriundos do biotério central da UNIFAL, onde também foram acomodados para a
realizacdo dos procedimentos da pesquisa. E mostrou-se de facil manipulacdo para o
procedimento cirurgico e aplicacdo do tratamento das lesGes cutdneas. Sendo também,
amplamente utilizados em outros estudos experimentais de cicatrizagdo de feridas cutaneas
(OLIVEIRA, et al., 2001; GARROS, et al., 2006; ALVES, et al., 2008). Ja que o que se conhece
sobre a cicatrizacdo de feridas em diabéticos foi derivado de feridas experimentais em
animais (LE, et al., 2011).

A regido dorsal do rato, escolhida para a realizacdo da lesdo, teve por finalidade
evitar que o préprio animal conseguisse atingi-la, e por ser modelo experimental de
cicatrizacdo de ferida por segunda intencdo bastante conhecido e utilizado. Quanto ao
tamanho das feridas, foi utilizada a medida constante de 5mm, o que permitiu melhor
acompanhamento da cicatrizacdo, de acordo com outros autores, como MARCHINI et al.,
(1988) e SANCHEZ NETO et al., (1993) e a ferida foi analisada por observacdes macro e
microscopica nos dias considerados mais significativos para o processo de cicatrizacdo

tecidual (GARROS, et al., 2006).
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A confec¢do das feridas e as formas de tratamento basearam-se nos mesmos
principios do modelo proposto por CABRAL, et al., (2003) e RAHMANIAN-SCHWARZ et al.,
(2012), com a confec¢do de mais de uma ferida na linha média dorsal do animal,
proporcionando a analise de varidveis, como por exemplo: estudos de contracdo e
cicatrizacao de feridas, o estudo de curativos ou agentes tépicos para a cicatrizagao.

Como diversas substancias podem modular as diferentes fases do processo de cura,
incluindo a dexametasona e o prépolis, optamos por uma comparacao de tratamento entre
essas substancias. A dexametasona é um glicocorticoide sintético que promove uma redugao
na proliferacdo de queratindcitos bem como a angiogénese e a fibroplasia em feridas
cirdrgicas. O propolis € uma substancia resinosa balsamica de consisténcia viscosa de cor
varidvel e feita por abelhas (Apis mellifera). Os seus principais componentes quimicos
incluem flavondides, que atuam como anti-oxidantes, agentes antimicrobianos e
moduladores do sistema imunitario.

Na avaliagdo microscdpica, as amostras foram processadas pelas técnicas adotadas
no Laboratério de Patologia da UNIFAL-MG e coradas com hematoxilina-eosina (HE) que é
universal, de uso rotineiro e eficiente na quantificacdo e identificacdo das alteracdes do
processo cicatricial, e que se revelou suficiente neste trabalho, ndo havendo necessidade do
uso de outros corantes ou métodos para andlise (BRITO FILHO, 2006).

A contracao da ferida é uma caracteristica necessdaria para o processo de cura em
feridas cutaneas (ARUL V., et al, 2005). Considerando que ratos diabéticos apresentam
menor capacidade de cicatrizacdo de feridas (PENG, 2011), avaliamos a taxa de contracao
das feridas nos ratos dos Grupos 1 e 2 em ambos os periodos (4 e 10 dias). O periodo de 4
dias, pelo fato de nesse periodo, iniciar a formacado do tecido de granulagao, e o periodo de
10 dias, pelo fato de nesse periodo, o leito da ferida estar totalmente preenchido pelo tecido
de granulacdo (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Ao observar a Tabela 3, podemos concluir que a contracdo das lesGes cutaneas no
Grupo 1 (diabéticos) em comparacdo as do grupo 2 (ndo diabéticos), foi menor em ambos os
periodos e formas diferentes de tratamento. Por exemplo, ao analisarmos os grupos 1 e 2,
no periodo de 4 dias e tratados com prépolis, observamos que a porcentagem de contracao
no grupo 1 foi de 34,99, enquanto que no grupo 2 foi de 40,16, e essa de maior contracado do
grupo 2, segue-se em ambos os periodos e formas de tratamento. Contudo, ndo ocorreram

diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Ainda observando a Tabela 3, tanto o
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tratamento com prépolis quanto o com dexametasona proporcionaram maior contragao das
feridas em ambos os grupos e periodos, quando comparado ao tratamento com solucdo
salina (p=0,03). E apesar da média da porcentagem de contragdo das lesdes tratadas com
prépolis apresentarem-se maior do que as tratadas com dexametasona, nenhuma diferenca
significativa foi encontrada, semelhante aos resultados de Abreu et al., (2012).

O fechamento epitelial das feridas em ratos diabéticos foi claramente acelerado pelo
tratamento com proépolis, devido a sua reducdo da inflamacdo persistente em feridas
diabéticas, como sugerido por LENNAN (2008).

Cerca de 3 dias apds o ferimento, macréfagos chegam ao local da ferida e participam
do processo de cicatrizagdo pela fagocitose de agentes patogénicos e de detritos celulares,
bem como pela secrecdo de fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas (KOH, DIPIETRO,
2012, REINKE, SORG, 2012). Portanto, de grande importancia a presenca destas células nas
avaliagbes microscdpicas como notado em nosso trabalho.

Dessa forma, conforme a Tabela 4, a média do infiltrado de macréfagos no periodo
de 10 dias no Grupo 1 foi maior em relagdo ao Grupo 2 (p=0,03), considerando que a
porcentagem de contracdo da ferida no Grupo 2 foi maior, podemos sugerir um possivel
atraso do infiltrado de macréfagos, evidenciado pelo fato de que no periodo de 10 dias um
infiltrado maior de macroéfagos é observado no Grupo 1 em comparacdo ao Grupo 2.

Como macrofagos respondem de forma eficiente aos sinais quimicos do ambiente
mudando seus fendtipos, o diabetes mellitus afeta a expressdo dos marcadores de ativacao
de macréfagos em feridas da pele. E essas respostas de ativacdo de macréfagos sao
mediadas por citocinas instrutivas que sao afetadas por um ambiente hiperglicémico (MIAO
et al., 2012), assim como observamos em nosso trabalho.

Podemos observar ainda na Tabela 4, que o Grupo 2 apresentou diferencas
significativas em relacdo as formas de tratamento (p=0,003), pois, os animais tratados com
prépolis apresentaram maior infiltrado de macréfagos comparado aos tratados com
dexametasona e solucdo salina. Condicdo apontada por Lopes-Rocha et al., (2012),
sugerindo que a reducdo na inflamacdo aguda em animais tratados com prdépolis
comparados aos tratados com dexametasona e solucdo controle foi devido a acdo dos
flavonéides do propolis em populacdes de macréfago, e que a reducao no exsudado

inflamatdrio agudo também estimula a atividade precoce de macrdfagos e linfécitos TCDA4.
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Reinke, Sorg (2012) consideram que os neutréfilos sdo recrutados para o local da
lesdo e estdo presentes por 2 a 5 dias, a menos que a ferida esteja infectada. A funcdo dos
neutroéfilos é crucial nos primeiros dias apds a lesdao, porque a sua capacidade de fagocitose
e a secrecdo de proteases mata as bactérias locais e contribuem para a degradacdo do
tecido necrosado. Além disso, atuam como agentes quimioatrativos para outras células que
estdo envolvidas na inflamagao, por isso, nos analisamos a presenca destas células em nosso
trabalho. Por sua vez, Berlanga-Acosta (2011), afirma que as feridas diabéticas ficam
estacionadas na fase inflamatdria pela intensa infiltracdo e permanéncia de neutréfilos
devido a secrecdo local de citocinas pro-inflamatérias, caracterizando as feridas diabéticas
como feridas cronicas.

Podemos observar na Tabela 5, que no Grupo 1 no periodo de 4 dias ocorreu uma
diferenca significativa no infiltrado de neutréfilos em relagdo ao tratamento com prépolis e
as outras duas formas de tratamento. Observamos que a média de infiltrado de neutréfilos
nos animais tratados com prépolis foi menor em relacdo a média dos tratados com
dexametasona e solugdo salina (p<0,0036), diminuindo o tempo de inflamagao persistente
nos animais diabéticos. Em acordo com os resultados encontrados por Lennan (2008), Abreu
et al., (2012) e Lopes-Rocha, et al., (2012), onde o prdpolis pode acelerar a cicatrizagdo de
feridas em pacientes com diabetes, diminuindo a inflamacdo pela reducdo da infiltracdo de
neutrdfilos, podendo seu mecanismo de acdao ser através de vias anti-inflamatdrias,
principalmente inibindo a mieloperoxidase na derme.

Além da avaliacdo do infiltrado de neutréfilos e macréfagos, que sao células
importantes no processo de cicatrizacdo de feridas, avaliamos também a formacdo do tecido
de granulacdo e a reepitelizacdo, importantes, como consideram Arul et al., (2007), para o
fechamento da ferida em paciente diabético.

Como observado na Tabela 6, em relacdo a média de formacdo do tecido de
granulacdo, no Grupo 1 no periodo de 10 dias, o tratamento com prépolis proporcionou
maior formacdo deste tecido, com média de 1,87 (p=0,01), enquanto que ambos os animais
tratados com dexametasona e solucdo salina obtiveram média de 1,58. Atribuindo-se este
resultado também a diminuicdo do infiltrado de neutréfilos e ao aumento do infiltrado de
macrofagos, promovendo a cura da ferida.

E provavel que a atenuacdo do recrutamento de células por meio do prépolis

acelerou a fase proliferativa do processo de cura, a transformacao rapida de coldgeno do
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tipo Ill no tipo | e a modulagdo no processo inflamatdrio. Enquanto que a administragdo
subcutanea de dexametasona em feridas de ratos afetou a sintese e a degradacdo de
colageno tipo | em fibras mais espessas, com uma maior a¢ao sobre o colageno tipo lll, o
gual desempenha um papel importante no inicio do processo de cura. A degradacao do tipo
| e lll das fibras de coldgeno é realizada por metaloproteinases (MMP), e a redugdo do nivel
destas colagenases, em resposta ao tratamento com glicocorticoides deve ser uma das
causas do atraso no processo de cura (ABREU, et al., 2012).

Como observado na Tabela 7, em relagao a reepitelizagdo dos animais tratados com
prépolis, no periodo de 10 dias, podemos constatar que os animais tratados com prépolis no
Grupo 1 apresentaram maior formacdo de reepitelizacdo, com média de 1,72 (p=0,03),
enquanto que no Grupo 2 a média de formagao foi de 1,58.

Contudo, no periodo de 10 dias, ocorreram diferencas significativas em relacdo a
reepitelizacdo, comparando-se as formas de tratamento. Dessa forma, os animais tratados
com proépolis obtiveram média de formacao de reepitelizagdo de 1,72 (0,03), enquanto que
os tratados com dexametasona obtiveram média de 1,58 e os tratados com solugdo salina
obtiveram média de 1,65 (TABELA 7).

Abreu et al., (2012) afirmaram que o grau de fibroplasia foi semelhante entre os
grupos tratados com prdpolis e alcool, mas significativamente menor no grupo tratado com
dexametasona. Devido a acdo anti-inflamatdria potente do prépolis nas fases iniciais do
processo de cura e na acdo da dexametasona para reduzir a ativacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia de células inflamatérias, com a consequente reducao da fibroplasia e re-
epitelizacao.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com os de Lennan (2008),
gue também mostrou que o numero de fibroblastos e células epiteliais aumenta com a
utilizacdo do proépolis nas feridas de animais diabéticos, e essa alteracao é precedida pela
diminuicdo da fase inflamatéria e do aumento do nimero de macréfagos para a cura.
Considerando que o principal fator atribuido ao prépolis em feridas diabéticas é seu efeito
estimulador na reepitelizacdo dessas lesdes.

Rahal et al., (2003) também observaram que o propolis levou a uma reepitelizacao
mais rdpida em relacdo aos animais tratados com mel ou solucao fisioldgica e Soengil et al.,
(2000) também encontraram, em feridas induzidas em coelhos, melhor reepitelizacdo com o

uso do propolis em relacdo a vaselina ou sulfadiazina de prata.
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8 — CONCLUSAO

Ao analisar a evolugdo da contragdo das feridas em animais diabéticos e nao
diabéticos, podemos concluir que o tratamento com prépolis proporcionou melhor
contragao das lesGes cutaneas comparadas as tratamento com solucdo salina, em ambos os
grupos e periodos, porém, nenhuma diferenca estatistica significativa foi obtida, comparada
as tratadas com dexametasona.

Na utilizagdo do prépolis a 10% proveniente de abelhas da espécie Apis melifera, no
tratamento das feridas em animais diabéticos e nao diabéticos, concluimos que:

e O prépolis apresentou efeitos estimulantes, favorecendo a cicatrizacdo das lesdes

cutdneas em ratos diabéticos;

e O prépolis diminuiu o infiltrado inflamatério, reduzindo o nimero de neutréfilos

nos periodos iniciais da lesdo em ratos diabéticos;

e Induziu o aumento do infiltrado de macréfagos e com isso maior producdo de

fatores de crescimento atuantes na fase proliferativa de lesGes cutaneas;

e Proporcionou maior formagao do tecido de granulagdao em ambos os grupos;

e Melhorou a reepiteliza¢do, especificamente em ratos diabéticos.
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