AVALIACAO DO PROCESSO DE CICATRIZACAO COM EMULSIFICADO DE
NANOPROPOLIS ASSOCIADO A LASERTERAPIA: ESTUDO DE CASOS EM

SERIE

Leticia Silva Ghedin', Maria Gabriela Pereira Zurlo', Caroline Locatelli Guidi', Daniel Paulo
Bortoluzzi', Luciane B. Ceretta’?, Felipe Dal-Pizzol', Cleonice Gongalves da Rosa®, Diogo

Dominguini' #*

"Laboratorio de Fisiopatologia Experimental, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Saude, Universidade do Sul de Santa Catarina (UNESC), Criciima, 88806-000, SC, Brasil.
’Programa de Po6s-Graduagdo em Satde Publica, Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNESC), Cricitima, 88806-000, SC, Brasil.

3Laboratério Multiusuario, Programa de Pos-Graduagao em Ambiente e Saude, Universidade
Planalto Catarinense, Lages 88509-900, SC, Brasil.

‘Programa de Pds-Graduacdo em Gestdo em Saude, Universidade do Sul de Santa Catarina

(UNESC), Criciima, 88806-000, SC, Brasil.

*Autor correspondente: Diogo Dominguini, PhD. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias
da Saude e Gestao em Saude, Universidade do Sul de Santa Catarina (UNESC), Criciuima,
88806-000, SC, Brasil. Fax: 55 48 3431 2736.

E-mail: diogo dominguini@unesc.net ou diogo dominguini@hotmail.com



RESUMO

O nanopropolis € uma alternativa terap€utica com propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatorias e efeitos nos mastocitos, essenciais no processo de
cicatrizagdo. A laserterapia de baixa intensidade também possui efeitos benéficos, como
modulacdo da inflamacao, proliferacdo celular e reparo tecidual das lesdes. Por isso, o
objetivo do estudo foi avaliar a evolucdo da ferida com a utilizagdo do nanoprdpolis
associado a fotobioestimula¢do, em um ambulatério de feridas localizado no extremo sul
catarinense. Foram analisadas as caracteristicas morfologicas, o perfil inflamatério, o dano
oxidativo e os marcadores de reparacao tecidual, tanto no soro quanto nas secre¢des coletadas
da ferida. Foram avaliados os niveis de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), a
atividade da mieloperoxidase (MPO), a expressao de colageno tipo I e III, além dos fatores de
crescimento FGF, EGF e TGF-B. O estudo, realizado com 7 pacientes masculinos (30—69
anos), mostrou que 9 semanas de tratamento com nanopropolis e laserterapia promoveram
melhora clinica nas feridas vasculares, com redu¢do das dimensodes da lesdo, aumento do
tecido de granula¢ao e modulagdo de biomarcadores inflamatérios (reducao de IL-6 e MPO,
aumento de IL-10) e cicatriciais (aumento de TGF-f, FGF e coldgeno). Conclui-se que o
tratamento promoveu a cicatrizagdo por modular a inflamacdo, promover angiogénese e
estimular fatores de crescimento, oferecendo uma alternativa acessivel para feridas
complexas.
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INTRODUCAO
A ferida ¢ definida como uma ruptura da estrutura e funcao normal da pele e das
estruturas de tecidos moles subjacentes associados.! Essas lesdes podem ser causadas por

diversos mecanismos, incluindo etiologias agudas e cronicas.” Diversos fatores podem



contribuir para a manutencao ¢ o agravamento da lesdo, dentre eles, a reducao prolongada do
fluxo sanguineo cutaneo, que pode causar um colapso isquémico, dificultando o processo de
cicatrizacdo.’

A reparacao de feridas consiste em uma cascata coordenada de eventos celulares e
moleculares que interagem para que ocorra a reconstituicao do tecido, dividida em trés fases:
inflamatoria, proliferativa e remodeladora.* Cada fase é caracterizada pela presenca de
infiltrados de células em locais especificos, ocorrendo de forma linear e simultanea, mediada
por fatores quimicos.* Entre esses fatores, destacam-se, na inflamacdo, a interleucina-10
(IL-10), citocina anti-inflamatoria, e a interleucina-6 (IL-6), de agdo pro-inflamatoria, além
da mieloperoxidase (MPO), que atua de maneira semelhante, ¢ do colageno tipo III,
responsavel pela formacdo do tecido de granulagdo.> ¢ Na fase proliferativa, predominam o
colageno tipo I e os fatores de crescimento como o fator de crescimento fibroblastico (FGF),
o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento transformante beta
(TGF-P), os quais promovem processos como angiogénese e diferenciagio celular.’

No ambito do tratamento de lesdes, destacam-se estratégias terapéuticas que visam
otimizar a reparacao tecidual, aliando eficacia clinica, viabilidade economica e acessibilidade
populacional. O prépolis, produto natural derivado de colmeias, configura-se como uma
alternativa promissora devido ao seu amplo espectro de acdo farmacoldgica, que inclui
propriedades antimicrobianas, efeitos antioxidantes, modulagcdo da atividade de mastocitos e
acdo anti-inflamatoria, essenciais no processo de cicatrizagdo de feridas.® > '* ! Além disso,
efeitos podem ser potencializados quando o propolis ¢ usado em associacdo com a
laserterapia.'> O laser é uma modalidade terapéutica ndo toxica, ndo invasiva e indolor, que
age provocando a modulagdo da inflamacio, a proliferacdo e reparo das lesdes."* A intera¢do
da luz com o tecido promove efeitos bioldgicos como aumento de potencial de membrana

mitocondrial, ativando adenosina trifosfato (ATP), que fornece mais energia para a



recuperacdo das células danificadas.'

As feridas constituem um sério problema de satide, altamente prevalente, que onera os
gastos com a saude publica do pais. Por isso, ¢ de suma importancia a existéncia de uma
terapéutica de boa qualidade, de baixo custo e acessivel a populacdo. A associagdo do
nanopropolis a laserterapia no processo de reparacao tecidual pode atuar acelerando e
melhorando a regeneragdo e a reparagao das células cutaneas. Essa abordagem pode
minimizar a necessidade de medicagdo convencional, aperfeigoando os resultados e as taxas
de recuperagdo, com custo reduzido. Portanto, neste estudo, o objetivo foi avaliar a evolugao
da ferida com a utilizacdo do nanopropolis associado a laserterapia em pacientes atendidos no

ambulatorio de feridas, localizado no extremo sul catarinense.

MATERIAIS E METODOS
Amostra do estudo

O estudo consistiu em uma série de casos, o qual foi desenvolvido no Ambulatorio de
Feridas de um municipio do sul de Santa Catarina, com usudrios que aceitaram participar
desse tratamento, durante o periodo de nove semanas entre setembro de 2024 e fevereiro de
2025. Foram incluidos no estudo participantes que ndo apresentaram quadros anteriores de
alergia ao propolis ou ao nanoprdpolis; que possuiam feridas de origem vascular; que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE); e que tinham
disponibilidade para comparecer ao local uma vez por semana. Conseguinte foram excluidos
os pacientes diabéticos, oncologicos e aqueles com feridas causadas decorrentes de
amputacdo de membros ou de outras etiologias que ndo fossem vasculares, assim como os
desistentes ao longo da pesquisa, aqueles que nao permitiram a coleta de sangue ou o
recebimento do tratamento, ¢ também os que apresentaram trés faltas consecutivas sem

justificativa.



Inicialmente, 16 participantes foram incluidos. Entretanto, no inicio da pesquisa,
houve a desisténcia de um participante; ao longo do estudo, houve a exclusdo de quatro
participantes devido a trés faltas consecutivas sem justificativa; e quatro participantes

faltaram as coletas finais, impossibilitando a coleta de dados.

Procedimentos

A partir da autorizagdo municipal e aprovagdo do Comité de Etica da UNESC
(Parecer n° 6.968.240), os pesquisadores entraram em contato com os participantes,
agendando o primeiro encontro. No primeiro dia (tempo 0), foram explicados o objetivo, os
riscos e os beneficios da pesquisa, bem como as orientagdes gerais, informando que o
tratamento seria aplicado uma vez por semana. Apos a assinatura do TCLE, foi aplicado um
questionario de identificagdo do usuario e de suas condi¢des sociodemograficas, além da
origem da ferida e seu desenvolvimento. Logo apo6s, foi coletado 3 mL de sangue venoso do
paciente. Em seguida, o curativo antigo foi removido cuidadosamente, conforme protocolo
prévio de cuidados com feridas. Realizou-se a andlise qualitativa da ferida, observando-se a
pele e suas adjacéncias, a aparéncia dos bordos, as caracteristicas do exsudato, a presenca de
tecido necrosado ou de granulagdo, e sinais de infeccdo, registrando tudo por fotografia e
anotando, no questionario, o estagio da lesdo.

Nos tempos 0, 3, 5 e 9, os pesquisadores passaram um swab no leito da ferida,
coletando secrecdo para avaliagdo dos mecanismos inflamatérios e de cicatrizagdo local
(Figura Suplementar 1). Os swabs foram armazenados em tubos de ensaio com tampa,
enquanto eram realizados os tratamentos das lesdes, sendo posteriormente congelados a
-20°C. Os swab foram lavados, e as células, depositadas em microtubos. A solugdo foi
centrifugada a 2500 RPM por 5 minutos, € o sobrenadante foi descartado. O pellet de células

foi homogeneizado e diluido em tampdo Trizol para a extracio do RNA e execucdo da



técnica de RT-PCR.
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Figura Suplementar 1: Desenho do estudo. Fonte: elaborado pelas autoras, 2025; IL-6:
Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; MPO: Mieloperoxidase; FGF: Fator de Crescimento
Fibroblastico; EGF: Fator de Crescimento Epidérmico; TGF- : Fator de Crescimento

Transformante Beta.

Para remover o restante do exsudato, fibrina e/ou restos celulares da lesdo, esta foi
irrigada com solugdo fisiologica a 0,9%. Para o tratamento foi aplicado no leito da ferida a
emulsdo de nanopropolis a 7%, sucedido por laserterapia continua 2J de 660nm. Em seguida,
a regido perilesional foi seca com gaze estéril, foi feita a colocagdo de nova gaze estéril, e
esta foi fixada com fita micropore ou esparadrapo, conforme a necessidade, finalizando o
curativo e proporcionando a cobertura adequada.

As amostras sanguineas coletadas foram centrifugadas durante 5 minutos, a 5000 rpm
a 4°C. O soro foi separado do pellet e armazenado em freezer a -80°C. As analises
bioquimicas foram realizadas por teste ELISA (no soro) ou por RT-PCR (nas células do
tecido), com o objetivo de mensurar os niveis de IL-6, IL-10, MPO, colageno tipo I, colageno

tipo III, FGF, EGF e TGF-f, seguidas de analise estatistica. Essa primeira coleta fo1 utilizada



como tempo basilar para a analise da evolugao.

0O 2° 4° 6° e 8° encontro dos pesquisadores com o paciente (um encontro semanal
para a realizagdo do procedimento) iniciaram-se com a retirada do curativo antigo. Em
seguida, foi realizada a aplicacdo da emulsdao de nanopropolis a 7%, sucedida por laserterapia
(2] de 660nm), e posterior colocagao do curativo, conforme descrito no primeiro momento.
Nos tempos 3 e 5, também houve a coleta da secrecdo da lesdo com swab, para avaliar
posteriormente, e registro da evolugdo da ferida por meio de fotografias. No 9° e ultimo
encontro, repetiram-se os cuidados da primeira semana, incluindo a coleta de sangue para

analise e conclusao dos resultados.

Analises pelo método ELISA

Para as analises dos niveis de citocinas (IL-6 e IL-10) em soro, dos fatores de
desenvolvimento de reparacao tecidual (colageno I, colageno III, EGF, TGF- e FGF) e nas
secregoes coletadas pelo swab, foram utilizados os testes de imunoensaio (ELISA Sanduiche)
com kits R&D Systems (DY206, D1000B, DY 6220-05, MBS730758, DEG00, DB100C e
DFB50, respectivamente). Os procedimentos para cada dosagem foram realizados de acordo
com as recomendacdes do fabricante. As amostras foram homogeneizadas em 1 mL de
tampao fosfato salino (PBS) 1x. Os anticorpos de captura foram diluidos em PBS,
adicionados aos pocos e incubados a 4 °C overnight. Apo6s lavagens com tampao (0,05%
Tween 20 em PBS), as placas foram bloqueadas com solucdo de bloqueio (1% de albumina
bovina em PBS) e incubadas.

Em seguida, foram adicionados 100 puL das amostras ou padrdes diluidos, e nova
incubagdo overnight. ApoOs as lavagens, adicionaram-se 100 pL de anticorpos de deteccao,
incubando por mais duas horas. Apos novas lavagens, 100 uL de polimero estreptavidina

peroxidase foram adicionados e incubados por 30 minutos. Apds mais lavagens, 100 pL da


https://www.rndsystems.com/products/human-il-6-duoset-elisa_dy206
https://www.rndsystems.com/products/human-il-10-quantikine-elisa-kit_d1000b
https://www.rndsystems.com/products/human-pro-collagen-i-alpha-1-duoset-elisa_dy6220-05
https://www.rndsystems.com/products/human-egf-quantikine-elisa-kit_deg00
https://www.rndsystems.com/products/human-mouse-rat-porcine-canine-tgf-beta-1-quantikine-elisa_db100c
https://www.rndsystems.com/products/human-fgf-basic-fgf2-bfgf-quantikine-elisa-kit_dfb50

solucao substrato foram adicionados e incubados por 30 minutos. A reagdo foi interrompida

com 50 pL de acido cloridrico 2N, e a coloragao foi lida em espectrofotometro a 450 nm.

PCR-RT

As células viaveis coletadas no leito da ferida foram centrifugadas e lavadas com
tampao fosfato. Em seguida, o RNA total foi isolado com reagente Trizol® (Invitrogen) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O RNA total foi quantificado por espectrofotometria
(A260/280 nm) apds o tratamento com desoxirribonuclease I (Invitrogen) para eliminar a
contaminacdo do DNA genomico, de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a
realizacao do procedimento, foram utilizados os primers IL-6, IL-10, colageno I, colageno
III, FGF, EGF, TGF-p (Material Suplementar 2), juntamente com o kit Power SYBR™ Green
RNA-to-CT™ [-Step, conforme recomendagdes do fabricante. As reagdes foram realizadas

em volumes de 20 pL.

IL-6 Forward: 5-GAA GAG GAA GAC CAG GAG AAG-3

Reverse: 3-CCT TCT GTG GCT TGT CTT CTT-3'

IL-10 Forward: 5'-TGC TGC TTT CTT CTC CTC TGC-3'

Reverse: 3-GGC TCC AGA GGA TGC TTT C-3'

Colageno I | Forward: 3-CAG GAG GAC TGG CTC TCT G-3

Reverse: 3-GGT GAC GGT GAC GGT GTT C-3'

Colageno | Forward: 5-GGA CTT GGA CCT GGT TCT C-3'
I

Reverse: 3-GGC TTT GAC CTC TCC TCT G-3'

FGF Forward: 5-GAC CCA GAC CAA GGA GACC-3

Reverse: 3-GGC TCA GGA GGA CAA GAT G-3'

EGF Forward: 3'-GCA CCA GAC TGT GAC CCA G-3'

Reverse: 3-GGA GGA GAG GTC TGG AGA C-3'

TGF-B Forward: 5-GGA TGA CTC TGG TCA GGA C-3'

Reverse: 3-GCT GTT CTC TGG GCT GTT G-3'

Material Suplementar S2 - Sequenciamento de primers utilizados para a técnica de

PCR-RT. Para andlise de IL-6, IL-10, colageno I, colageno I1I, FGF, EGF, TGF-p, do leito da



ferida foram utilizados os primers produzidos pela Exxtend Biotecnologia Ltda.

As condicoes dos ciclos de reagdo de transcriptase reversa, seguida de reagdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR), foram as seguintes: uma etapa inicial de ativacao da
polimerase a 48 °C por 30 minutos ¢ 95 °C por 10 minutos. Logo apo6s, 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C para desnaturacao e 60 segundos a 60 °C para estabilizacdo. Ao final do
protocolo de ciclagem, foi incluida uma analise da curva de fusdo, com medi¢ao da
fluorescéncia entre 60 ¢ 99 °C, sendo observado um tnico pico em todos os casos. Os niveis
de expressao relativa foram determinados com 7500 Fast Real-Time System Sequence

Detection Software v.2.0.5 (Applied Biosystems).

Niveis de Mieloperoxidase —- MPO

As amostras foram adicionadas em placas de microtitulagdo previamente revestidas
com anticorpo monoclonal especifico para MPO. Apos a incubagdo e lavagem, foi adicionado
um anticorpo policlonal de deteccdo conjugado com enzima. Apds nova incubagdo e
lavagem, o substrato enzimatico foi adicionado, e a reagdo foi interrompida com solugdo de
parada. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 450 nm, com correcdo do
comprimento de onda a 540 nm. A concentragdo de MPO foi determinada a partir de uma
curva padrao. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, e os resultados foram

expressos em ng/mL.

ANALISE ESTATISTICA
Os dados coletados foram organizados em planilhas para posterior analise. Foi
realizada andlise descritiva das varidveis estudadas, relatando-se a frequéncia e a

porcentagem das variaveis qualitativas (mecanismo de lesdo, tipo de ferida, sexo, etiologia da



ferida, fatores de cicatrizagdo), bem como a média e o desvio padrao das variaveis
quantitativas (idade). A investigacdo da distribuicdo das varidveis quantitativas quanto a
normalidade foi realizada por meio da aplicacao do teste de Shapiro-Wilk. Quando constatada
a normalidade dos dados, aplicou-se o teste ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey’s
para multiplas comparagdes, ou o teste T para amostras pareadas, no caso de comparagdes em
duas variaveis de tempo. A significancia estatistica foi considerada para valores de P < 0,05
em todas as analises. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistical
Package for the Social Science (SPSS) versao 20.0, e os graficos foram elaborados no

Graphpad Prism 9.0.

Resultados
Descricao dos casos em série

A amostra foi composta de 7 casos (Quadro 1) de pacientes com feridas vasculares,
todos do sexo masculino, com idades variando entre 30 e 69 anos, predominando pacientes
acima de 50 anos. Entre os pacientes apresentados, os portadores de hipertensdo arterial
sist€tmica (HAS) sdao P2, P3 e P7, enquanto os ndo portadores de HAS sao P1, P4, P5 e P6.
Em relagdo ao tempo de ferida, os casos de curto prazo, com 6 meses ou mais, incluem os
pacientes P1 e P7; os de médio prazo, com 2 a 3 anos, sao P3, P5 e P6; e os de longo prazo,
com mais de 8 anos, sao P2 e P4. Quanto a satisfagdo com a qualidade de vida, estao
satisfeitos os pacientes P2, P3, P5 e P6, enquanto P1, P4 e P7 se declaram insatisfeitos

(Material Suplementar 3).



Baseline 9 Semanas de tratamento
paciente | Localizacdo | Profimdidade | Dimensdo | Regifio Bordas Ieito da Sinais de profndidade | Dimensdo Regifo Bordas leito da ferida | Sinais de
da fenda perilesional ferida mfecgio perilesional infecegiio
PI Tegiio de profinda Ovalada Tiperemiada Infegras, presencade | Nao Aumento da Trregular, Tiperemeada | integraas, presenca de Nao
tomozelo imegulares e | tecido de profindidade | com levemente tecido de
levemente gramulacio e aumento de elevadas e gramulacdo e
elevadas esfacelo tamanho hiperemeadas | esfacelo.
P2 Tegifio profindidade | contomeos | com tecido imegulares & | imegular Nao Profindidade | Iregular Dimimicio | Integras Reducio do Nio
anterior parcial iregulares | desvitalizado e | levemente com parcial do tecido tecido
distal do MI Tessecado elevadas predominio desvitalizado necrosado e
de tecido de e ressecado aumento do
gramulaciio tecido de
avermelhado gramlagiio
P3 Tegifio profimda contomos | hiperemiadae | imegularese | imegular Nao Profindidade | Iregular Ressecado Integras e Dimimucio de | Nio
medial iregulares | ressecada levemente com parcial com levemente exsudato com
distal do MI elevadas presenca de diminuigio elevada redugio do
tecido de do tamanho tamanho
gramulacio e
tecido
desvitalizado
P4 regido distal | profinda confornos | hiperemuada, | imegularese | imegular Presenca de profinda iregular hiperemiada, | irregulares e Irregular, com | Odor fétido e
dos MMIT iregulares | ressecada e levemente com exsudato ressecadae | levemente tecido de exsudato
presenca de elevadas predominio | purulento & presengade | elevadas gramulagioe | purulento
maceragio de tecido de | odor fetido maceragio desvitalizado
gramulagio
avermelhado
] Tegido de profimda ovalada ressecada imegulares e | predomimio | Nao Superficial Iregular Ressecadae | Fechamento Rapida nio
tornozelo levemente de com hiperemiada | total de bordas | formagfo de
posterior elevadas hipersranula diminuicio tecido vidvel e
gioe do tamanho de gramulacio
presenca de
esfacelo
P6 Tegido de profimda amedondad | ressecada, irregulares, megular Nao Profimda Trregular Bessecadae | Imegularese Formaciode | Nio
dorso de a hiperemiadae | levemente com com hiperemiada | levemente tecido viavel
MM macerada elevadas, predominia diminui¢o elevadas
comtecido | de tecido de do tamanho
desvitalizade | granulaciio
vermelho e
esfacelo
B7 regifio distal | profimdidad s | I iada, | imegularese | iregular Presenca de Profindidade | Imegular Ressecada iregulares & Aspecto Odor fétido e
dos MMIT parcial iregulares | ressecada e levemente com exsudato parcial levemente semelhante a0 | exsudato
com elevadas predominio | purulento & elevadas inicio, com purulento
maceragio de tecido de | odor fetido. pouca
eramulaciio formagdo de
avermelhado tecido de
gramulagio

Quadro 1 - Avaliacio clinica da ferida, realizado na sessao inicial ao tratamento e final
ao tratamento durante o procedimento de curativo e aplicacdo do nanopropolis. O
quadro apresenta os participantes do estudo e as anélises da Profundidade, Dimensao, Regido

perilesional, Bordas, Leito da ferida e Sinais de infecgao.

Identificador | Idade | Sexo Portador | Tempode | Tratamentos para | Satisfeito coma | Tipo de ferida Grau da
de HAS ferida ferida ja feitos qualidade de ferida
| | | | vida
P1 69 M Nio 6 meses a | Escleroterapia; Nio Vascular +
| | | mais |
P2 66 M Sim 8 anos Coberturas Sim Vascular
P3 30 M Sim 3 anos Coberturas Sim Vascular
P4 40 M Nio Mais de Escleroterapia, Nio Vascular
10 anos coberturas
P5 57 M Jdo 2 anos Debridamento, Sim Vascular 4
| | | | coberturas
P6 64 M Nio 2 anos Coberturas, Sim Vascular 4
angioplastia,
| | | | ciprofloxacino
P7 69 M Sim 6 meses a | Benzetacil Nio Vascular 4
mais

Material Suplementar 3 - Caracterizacao dos participantes do estudo. Os participantes
foram renomeados conforme sua sequéncia de inclusao e os dados como idade, sexo,

comorbidades e qualidade de vida foram relatados e expostos em uma tabela de forma




descritiva.

Analise da evolucao da ferida

Ao longo das 9 semanas de tratamento, observou-se melhora clinica progressiva na
maioria dos pacientes, com redugdo da profundidade e das dimensdes das feridas, bem como
melhora na qualidade do leito da ferida, com predominancia de tecido de granulacao saudavel
(Quadro 1). O paciente P1, embora tenha apresentado aumento da profundidade e dimensdes
da ferida, manteve a auséncia de sinais infecciosos. A regido perilesional permaneceu
hiperemiada e as bordas integras e levemente elevadas. Em P2, observou-se manutencao da
profundidade parcial, mas com reducdao do tecido desvitalizado e aumento do tecido de
granulagdo, o que indica evolucao positiva do processo de cicatrizagao.

O paciente P3 apresentou melhora significativa, com diminui¢do do tamanho da lesao
e do exsudato, além de progressiva substituicdo do tecido desvitalizado por tecido de
granulacdo. Em P4, apesar da manutencdo da profundidade e da presenga de exsudato
purulento e odor fétido, houve predominio de tecido de granulacdo avermelhado, sugerindo
atividade cicatricial. Ja o paciente P5 demonstrou melhora notavel, com a ferida tornando-se
superficial e menor em tamanho, associada a rapida formacao de tecido saudavel e de
granulagao.

O P6 evidenciou reducao do tamanho da lesdo e substitui¢ao do tecido desvitalizado
por tecido de granulagao vermelho. Por fim, P7 manteve o padrao de profundidade parcial,
com pouca formacgao de tecido de granulagdo e presenca persistente de exsudato purulento e
odor fétido, sugerindo estagnagdo ou lenta evolugdo cicatricial. De modo geral, os achados
apontam para uma tendéncia de melhora no aspecto clinico das feridas em grande parte dos
pacientes, destacando a efetividade do tratamento ao longo das 9 semanas, com especial

atencao para os casos de P5 e P6, que apresentaram melhora acentuada dos parametros



clinicos (Figura 1).

P1

Figura 1 - Evolugao da ferida ao longo do tratamento com emulsificado de nanopropolis
associado a laserterapia. A imagem mostra uma sequéncia de fotos realizadas uma vez na

semana antes da aplicagdo da nanoprdpolis para observar a evolucdo da ferida.

Atenuaciio do processo inflamatério e marcadores de cicatrizacio apdés o uso do
nanopropolis

Os niveis de biomarcadores inflamatorios, antioxidantes e de remodelacdo tecidual
extraidos da ferida foram avaliados em diferentes momentos do tratamento (baseline, 3,5 ¢ 9
semanas). Observou-se redu¢do significativa na expressao de IL-6 ao longo do tempo (Figura
2a), com redugdo nos tempos de 5 e 9 semanas em comparagdo ao baseline (p < 0,01). A
atividade de MPO, apresentou redugdo ja na 3* semana em comparagdo ao baseline (p <
0,05), mantendo-se reduzida nas semanas subsequentes (Figura 2¢). A expressdo de TGF-3
aumentou na semana 9 em relagdo ao baseline (p < 0,05), conforme mostrado na Figura 2d.

Esses achados indicam uma modulagdo das citocinas ao longo do tratamento.
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Figura 2 — Marcadores da ferida. Efeitos do tratamento ao longo do tempo sobre
parametros inflamatdrios, antioxidantes e de remodelamento tecidual em tecido alvo. As
analises foram realizadas nas semanas 3, 5 ¢ 9 de tratamento, comparadas ao valor basal
(Baseline). (a) Varia¢ao do ACt de IL-6; (b) Variagdo do ACt de IL-10; (c) Atividade da

mieloperoxidase (MPO), expressa em ng/mg de proteina; (d) Variagao do ACt de TGF-B; (e)
Variacao do ACt de EGF; (f) Variagao do ACt de FGF; (g) Variacdo do ACt de colageno tipo

IIT; (h) Variagdo do ACt de colageno tipo I.



A expressao de EGF da ferida demonstrou aumento significativo na semana 5 em
comparacao a semana 3 (p < 0,05), como demonstrado na Figura 2e¢. Para o FGF, observou-se
um aumento expressivo ja na 3* semana, com manutengao dos niveis nas semanas 5 e 9 (p <
0,01), conforme Figura 2f. Os niveis de coldgeno tipo III aumentaram ao longo do tempo,
com aumentos notaveis nas semanas 5 ¢ 9 em comparagdo ao baseline (p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente), como demonstrado na Figura 2g. De forma semelhante, a expressao de
colageno tipo I foi significativamente aumentada nas semanas 5 ¢ 9 (p < 0,01), conforme
mostrado na Figura 2h. Esses dados indicam que o tratamento promoveu uma resposta
inflamatéria, com modulacdo de citocinas, sugerindo um potencial efeito terapéutico no
remodelamento tecidual da ferida.

Ao analisar as concentragoes séricas de citocinas inflamatorias, fatores de crescimento
e colagenos apos 9 semanas de tratamento, comparando-se com os valores basais (baseline)
no soro dos usuarios, observou-se um aumento dos niveis de IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria (p < 0,01; Figura 3b), indicando um possivel efeito modulador do
tratamento sobre a resposta inflamatéria sist€émica. O tratamento resultou em um aumento
significativo nos niveis séricos de TGF-B (p < 0,05; Figura 3d) e FGF-23 (p < 0,05; Figura
3f), ambos associados a processos de reparo tecidual e remodelagdo. Foi observada elevagao
nos niveis séricos de coladgeno tipo I (Figura 3h) ap6s 9 semanas de tratamento (p < 0,05),
sugerindo ativagao do processo de remodelacao e deposicdo de matriz extracelular. J& os
niveis séricos de IL-6 (Figura 3a) e colageno tipo III (Figura 3g) ndo apresentaram diferengas
significativas entre o momento basal e ap6s 9 semanas de intervencao, indicando que esses

marcadores permaneceram estaveis em nivel sistémico ao longo do periodo avaliado.
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Figura 3 — Marcadores do soro dos pacientes. Concentracdes séricas de marcadores
inflamatorios, de crescimento e de remodelamento tecidual nos tempos basal e apos 9
semanas de tratamento. (a) IL-6 (pg/mL); (b) IL-10 (pg/mL); (c) Mieloperoxidase (MPO,
ng/mL); (d) TGF-B (pg/mL); (¢) EGF (ng/mL); (f) FGF-23 (pg/mL); (g) Colageno tipo III

(ng/dL); (h) Coléageno tipo I (ng/dL).



Discussao

O objetivo do presente estudo foi avaliar a evolugao da ferida com a utilizagao do
nanopropolis associado a laserterapia em pacientes atendidos no ambulatério de feridas
localizado no extremo sul catarinense. Este estudo analisou sete pacientes do sexo masculino
com feridas vasculares e idades entre 30 e 69 anos (média >50 anos), corroborando a
literatura que associa idade avangada a um maior risco de comprometimento na
cicatrizagdo.” A presenga de hipertensio arterial sistémica (HAS) em 42,8% da amostra
(n=3) refor¢a o papel das comorbidades na modulagdo da resposta terapéutica, embora
pacientes como P2 tenham demonstrado evolugdo positiva mesmo com essa condi¢do.'® A
heterogeneidade na satisfacio com a qualidade de vida (57,1% satisfeitos vs. 42,9%
insatisfeitos) reflete a complexidade multifatorial das feridas cronicas, incluindo aspectos
psicossociais e adesio ao tratamento.'’

A reducgdo progressiva das dimensodes das feridas e o aumento do tecido de granulacao
saudavel apos nove semanas de tratamento alinham-se com estudos prévios que demonstram
a eficacia do propolis na estimulagio da angiogénese."® Resultados semelhantes foram
observados em modelos experimentais, nos quais solugdes de propolis a 30% induziram
neoformacdo vascular acelerada em ratos."

A combinagdo entre o emulsificado de nanoprdpolis e a laserterapia emerge como
uma estratégia terapéutica inovadora, fundamentada em mecanismos sinérgicos que atuam
em multiplas fases do processo de cicatriza¢do.”® Além disso, o nanopropolis apresenta
necessidade de ativagcdo de suas propriedades e absorc¢ao no tecido. Estudos demonstram que
a nanoformula¢ao do propolis, ao aumentar a biodisponibilidade de compostos bioativos
como flavonoides, potencializa a supressao de mediadores pro-inflamatorios, cuja reducao ¢

relevante em ratos.?! Porém h4 a necessidade do aquecimento para a sua melhor absor¢do no



tecido, o qual no presente estudo, foi utilizado a laser.?! Adicionalmente, o calor gerado pelo
laser aumenta a absor¢ao do nanopropolis e também amplifica a estimulagdo da liberagao de
IL-10 por macrofagos M2, criando um microambiente anti-inflamatério robusto.”? No
presente estudo, a sinergia entre as duas abordagens ¢ evidenciada pela redugao na atividade
dos marcadores pro-inflamatoérios, superando significativamente os resultados obtidos com o
propolis convencional em outros estudos.

Em modelos pré-clinicos, a associacdo mostrou-se particularmente eficaz na
otimizacdo da angiogénese.'” A resposta celular a hipoxia, essencial para a formacdo de
novos vasos sanguineos, ¢ potencializada pela laserterapia, resultando em um aumento de
40% na densidade capilar em ulceras experimentais.” Esses achados sdo corroborados por
ensaios clinicos piloto envolvendo 30 pacientes com ulceras venosas, nos quais a terapia
combinada reduziu a éarea das feridas em 89% ap0s seis semanas, comparado a 62% no grupo
tratado com métodos convencionais.”* Adicionalmente, observou-se um aumento na
expressao do FGF-2 no leito da ferida, associado a uma reducao significativa da dor
relatada.® %

Essa associagdo exerceu um efeito anti-inflamatério ao reduzir os niveis de IL-6,
contribuindo para um ambiente mais favoravel a regeneracdo tecidual.’’ Da mesma forma, o
aumento do TGF-B ¢ significativamente maior na quarta semana, acelerando a epitelizacao
quando comparado ao propolis ndo nanoformulado.”® Essa eficicia é atribuida a dois
mecanismos-chave: primeiro, o efeito fotodindmico da laserterapia, que aumenta a
permeabilidade celular, facilitando a internalizacdo das nanoparticulas de propolis; segundo,
a protecao antioxidante proporcionada pelos flavonoides nanoencapsulados, que neutralizam
radicais livres gerados durante a inflamagdo.?

A reducdo precoce da mieloperoxidase (MPO) indica controle eficaz do estresse

oxidativo mediado por neutr6filos, mecanismo critico em feridas cronicas.?’ Paralelamente, o



aumento do TGF-B e FGF no soro (9* semana) corrobora dados de modelos animais, nos
quais esses fatores aceleraram a transicdo para a fase proliferativa.®® Ja a deposi¢io
sequencial de coldgeno tipo III (fase inicial) e tipo I (remodela¢dao) confere resisténcia
mecanica ao tecido reparado, padrdo observado na maioria dos casos tratados pelo
nanopropolis.®!

O aumento simultdineo de EGF e FGF explica a aceleracdo da epitelizacao,
particularmente notavel nos pacientes P5 e P6, cujas feridas atingiram estagio superficial em
seis semanas. Esses achados corroboram com estudos que utilizaram laserterapia em ratos
Wistar, nos quais a modula¢ao da inflamag¢dao diminuiu o consumo de oxigénio local por
neutréfilos e macrofagos, estimulando os fatores de crescimento a reduzir o tempo de
reparo."’

A aplicabilidade em comorbidades complexas refor¢a o potencial clinico dessa
terapia. Em pacientes hipertensos, a modulagdo promovida pelo nanoprdpolis permitiu a
cicatrizagdo, com menos comprometimento da condi¢do cardiovascular.” Em feridas
infectadas, a atividade antimicrobiana do propolis combinou-se ao efeito bactericida do laser,
eliminando biofilmes resistentes.** >

Diante dos resultados significativos e promissores, ¢ da necessidade de um
tratamento adequado as feridas dos pacientes que participaram do estudo, foi dado
continuidade ao tratamento emulsificado de nanoprépolis e laserterapia. O presente estudo
apresenta limitacao em virtude da falta de analises de grupos de controle tratados apenas com
uma das terapias de forma isolada. Entretanto, outros estudos ja mostraram que o uso isolado
do nanopropolis para cicatrizacdo de feridas ndo demonstrou eficacia pela falta da ativagao
do composto pelo laser. Assim, torna-se invidvel afirmar a superioridade do tratamento

combinado dentro do ambulatério de feridas localizado no extremo sul catarinense.



Conclusao

Em conclusao, nosso estudo fornece evidéncias de que o tratamento com emulsificado
de nanopropolis associado a laserterapia ¢ eficaz na melhoria das feridas vasculares,
promovendo uma resposta inflamatoria benéfica ¢ modulagdo das citocinas. A redugdo
significativa de IL-6 e o aumento de TGF-$ ¢ FGF indicam um potencial efeito terapéutico
no remodelamento tecidual. Esses achados sdo importantes para a pratica clinica, sugerindo
que o uso do tratamento proposto por este estudo se mostra uma estratégia promissora para o
manejo de feridas complexas, especialmente em pacientes com comorbidades. A
continuidade da pesquisa nesta area ¢ essencial para otimizar abordagens terapéuticas e

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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