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RESUMO

A hanseniase popularmente chamada de lepra é uma doenca infectocontagiosa de evolucao
crébnica. A prevaléncia desta afec¢do no Brasil ainda esta nos grupos mais vulneraveis da
populacdo. Embora o nimero de pessoas acometidas pela doenca tenha diminuido, ela continua
sendo um grave problema de saude publica. As Ulceras de pele sdo uma importante complicacéo
da neuropatia em pacientes com hanseniase e o tratamento de Ulceras de pele é uma parte
importante do custo do Sistema Unico de Satde (SUS). Nesse contexto, a utilizacdo de
compostos naturais vem crescendo frente ao tratamento de feridas, devido ao seu baixo custo
quando comparado aos farmacos sintéticos comumente utilizados. Dentre os produtos, a prépolis
vem se destacando pelas suas propriedades cicatrizantes, atuando como antioxidante e
exercendo fungdo antimicrobiana, anti-inflamatoria e moduladora do sistema imune. A prépolis
verde brasileira tem mostrado diferenca significante na sua composicdo quimica em relacao a
outras prépolis e por esta razdo tem se tornado objeto de grande interesse por pesquisadores
desta tematica. A parte do conhecimento empirico das propriedades terapéuticas da propolis, 0s
estudos cientificos que tém demonstrado seu potencial cicatrizante sdo, em sua maioria, in vitro
e in vivo nao clinico. Poucos estudos clinicos ja foram conduzidos com a prépolis em pacientes
com Ulceras cutaneas, mas nenhum em feridas decorrentes da hanseniase. O objetivo deste
trabalho foi investigar a atividade cicatrizante de pomada contendo prépolis verde em pacientes
com Ulceras em membros inferiores decorrentes da hanseniase. Para tanto, foi conduzido ensaio
clinico cego e randomizado (CAAE: 48002021.0.0000.5514), composto por uma amostra
contendo 07 pacientes, apresentando a média de idade de 64,3 anos e 13 feridas, sendo
randomizadas para compor o grupo investigacional G1 (06 feridas) e o grupo controle G2 (07
feridas). O tratamento durou 61 dias e avaliagcdo dos pacientes foi realizada semanalmente,
resultando em 09 avaliagBes (A0-A8). Como instrumentos de avaliagdo, foram utilizadas a técnica
de decalque para morfometria e a aplicagdo da escala PUSH para o acompanhamento da
evolucao e caracteristicas da ferida. Para analise estatistica utilizou-se o Teste de Mann-Whitney
para amostras independentes. Um alfa de 0.05 foi considerado para todas as analises. Os dados
estdo apresentados pelo Box e Whiskers (minimo e maximo) *, P significativo no nivel de 0.05;
** P significativo no nivel de 0.01; ***, P significativo no nivel de 0.001. Foi possivel concluir que
a utilizacdo da pomada prépolis é segura e favoreceu o reparo tecidual, evidenciado pela
diminuicdo da area da lesdo, pela formag&o de um tecido de granulagdo mais revitalizado e por
promover a diminui¢cdo do exsudato inflamatodrio. Notou-se que a atividade cicatrizante da propolis
foi proeminente durante a fase inicial do tratamento, correspondendo as fases inflamatéria e
proliferativa do reparo tecidual.

Palavras-chave: Propolis. Cicatrizag&o. Ulcera. Hanseniase. Estudo clinico.
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ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease of chronic evolution. The prevalence of this condition in Brazil is
still in the most vulnerable groups of the population. Although the number of people affected by
the disease has shown a decrease, it is still a serious public health problem. Cutaneous ulcers are
an important complication resulting from neuropathy in patients affected by leprosy and the
treatment of skin ulcers represents an important part of the expenses of the Unified Health System
(SUS). In this context, the use of natural compounds has been growing in the treatment of wounds,
due to their low cost when compared to commonly used synthetic drugs. Among the products,
propolis has been highlighted for its healing properties, acting as an antioxidant and exerting an
antimicrobial, anti-inflammatory and immune system modulating function. Brazilian green propolis
has shown a significant difference in its chemical composition in relation to other propolis and for
this reason it has become an object of great interest by scientists. Apart from the empirical
knowledge of the therapeutic properties of propolis, the scientific studies that have demonstrated
its healing potential are mostly in vitro and non-clinical in vivo. Few clinical studies have been
conducted with propolis in patients with skin ulcers, but none in wounds resulting from leprosy.
The objective of the present study was to investigate the healing activity of ointment containing
green propolis in patients with ulcers in the lower limbs resulting from leprosy. Therefore, a blind
and randomized clinical trial was conducted (CAAE: 48002021.0.0000.5514), composed of a
sample of 07 patients, with a mean age of 64.3 years and 13 wounds, being randomized to
compose the investigational group G1 (06 wounds) and the control group G2 (07 wounds). The
treatment lasted 61 days and the patients were weekly evaluated, resulting in 09 evaluations (AO-
A8). As evaluation instruments, the tracing technique for morphometry and the application of the
PUSH scale were used to monitor the evolution and characteristics of the wound. In the statistical
analysis, the Mann-Whitney test was used for independent samples. An alpha of 0.05 was
considered in all analyses. Data are presented by Box and Whiskers (minimum and maximum) *,
significant P at 0.05 level; **, significant P at the 0.01 level; ***, significant P at the 0.001 level. It
was possible to conclude that the use of propolis ointment is safe and favored tissue repair,
evidenced by the reduction of the lesion area, by the formation of a more revitalized granulation
tissue and by promoting the reduction of inflammatory exudate. It was noted that the healing
activity of propolis was prominent during the initial phase of treatment, corresponding to the
inflammatory and proliferative phases of tissue repair.

Keywords: Propolis. Healing. Ulcer. Leprosy. Clinical study.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

A hanseniase, conhecida como lepra, € uma afeccéo infectocontagiosa de evolucéo
cronica, que faz parte da histéria da humanidade, caracterizada principalmente, por apresentar

lesBes cutdneas que cursam com diminuicdo de sensibilidade térmica, dolorosa e tatil.

Sua via de transmissdo € predominantemente respiratéria e seu agente etiolégico é a
bactéria Mycobacterium leprae. No entanto, poucos adoecem, provavelmente devido a baixa
patogenicidade do bacilo e a resisténcia individual (1). Este bacilo € um parasita intracelular
obrigatério, que infecta predominantemente os macréfagos da pele e células de Schwann da
parte periférica do sistema nervoso, ocasionando disturbios de sensibilidade nas fibras sensitivas,
autondémicas e motoras e, por isso, caracteriza-se como uma doenca de alto poder incapacitante
(2). Por ser de crescimento lento, ndo é passivel de cultivo in vitro, o que dificulta o diagnéstico
precoce (3). Foi o0 memoravel médico noruegués Gerhard Armauer Hansen que identificou em
1873 este bacilo e o indicou como o causador da lepra, a qual teve seu nome substituido para

hanseniase em homenagem ao seu excogitador (4).

A prevaléncia desta afec¢cdo no Brasil ainda esta nos grupos mais vulneraveis da
populacéo, principalmente nas regides centro-oeste, Norte e Nordeste. Observa-se que mesmo
com a facilidade de acesso ao tratamento ambulatorial oferecido pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) néo foi possivel mudar a situacdo desfavoravel do pais. O Brasil ainda € o segundo pais
com o maior numero de casos de Hanseniase mundialmente e mais de 20% dos individuos com
a doenca apresentam algum grau de incapacidade fisica ja instalada, o que representa um grande

problema para o SUS (5).

Apesar do nimero de pessoas acometidas pela doencga ter apresentado um decréscimo
com o passar dos anos, a referida doenga ainda € um grave problema. Este fato pode ser
atribuido também devido ao diagndstico tardio, erros e inexperiéncia no diagnéstico, outro fator é
o abandono do tratamento pelos pacientes, o nivel de conhecimento sobre a doenga, o estigma,
o preconceito, dentre outros fatores. Além disso, é uma doenca que pode ocasionar a deficiéncia
sensorial e motora, no entanto, em mMuitos casos 0S pacientes passam anos sem sinais e sintomas
e quando recebem o diagnéstico ja apresentam sequelas permanentes (6). Sabe-se também que

a manifestacao da doenca depende da susceptibilidade genética (7-11).
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No Brasil as classificacdes mais utilizadas sédo as de Madri (Congresso Internacional, 1953)
e a de Ridley e Jopling. A de Madri considera os dois pélos estaveis e opostos (virchowiano e
tuberculdide), bem como os dois grupos instaveis (indeterminado e dimorfo), que seguiram para

um dos poélos, durante a evolugéo da doenca (12).

Sabe-se que a classificada como indeterminada € uma forma inicial e pode evoluir
espontaneamente para a cura, geralmente aparece apenas uma Ulcera mais esbranquicada que
a pele normal e com dorméncia, sendo mais comum em criancas. Enquanto a forma tuberculéide
€ benigna e localizada, verificando principalmente em pessoas resistentes ao bacilo, neste caso
apresenta poucas Ulceras, sendo estas, de limites bem definidos e um pouco elevadas com
alteracdo de sensibilidade. Ocorre o acometimento simétrico dos nervos espinais, podendo
causar fraqueza e atrofia muscular. Nas Ulceras e/ou trajetos de nervos pode ocorrer a perda total
da sensibilidade tétil, dolorosa e térmica, bem como, auséncia de sudorese e alopécia. A
hanseniase virchowiana é a forma clinica na qual a imunidade celular € comprometida e o bacilo
se multiplica de forma intensa, ocasionando um gquadro mais grave, cursando com anestesia dos
membros superiores e inferiores que favorecem o acontecimento de traumas e feridas que
cursam com deformidades, atrofia muscular, edemas em membros inferiores e surgimento de
Ulceras elevadas na pele (nédulos), além de infiltragdo no Iébulo da orelha. Por dltimo, a forma
dimorfa manifesta-se de uma maneira intermediaria, suas caracteristicas laboratoriais e clinicas

se aproximam da forma clinica tuberculéide ou virchowiana (13).

De acordo a Portaria N° 3.125, de 07 de outubro de 2010, os individuos com diagndstico
de Hanseniase, consoante ao nimero de lesGes cuténeas, séo classificados em dois grandes
grupos — paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Assim, sabe-se que o tipo paucibacilar
consiste nos casos em gue apresentam até cinco lesdes dérmicas e comprometimento de até
cinco nervos periféricos, correspondendo as formas tubercul6ide e indeterminada. Enquanto que
o tipo multibacilar compreende os casos que apresentam mais de cinco lesdes dérmicas e mais

de cinco nervos afetados, correspondendo as formas virchowiana e dimorfa (14-15).

O diagnéstico da Hanseniase torna-se dificultoso, tendo em vista que muitos profissionais
nao estéo preparados para a analise destes pacientes. Este diagndstico baseia-se em diferentes
parametros clinicos e epidemiolégicos, que sédo realizados por meio da anamnese e do exame
dermatoneuroldgico, a fim de identificar lesdes ou areas da pele que apresentam alteracdes de
sensibilidade e/ou comprometimento dos nervos (15). Além disso, em alguns casos pode ser

necessario a realizacéo da baciloscopia e biopsia de pele para auxiliar no diagnostico da doenca,
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entretanto, € necessario analisar as limitagfes desses exames valorizando, fundamentalmente,

0s achados clinicos encontrados (16).
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FIGURA 1. Algoritmo para o diagnéstico, classificacdo e tratamento da hanseniase (Fonte: Guia pratico
sobre a hanseniase. Secretaria de Vigilancia em Saude. Ministério da Saude, 2019).

O tratamento da desta doenca compreende desde a quimioterapia especifica, a prevencao
de incapacidades fisicas, incluindo a supressédo dos surtos reacionais, a reabilitacdo fisica e

psicossocial. Este conjunto de medidas deve ser realizados em servicos de salde da rede publica
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ou particular, notificando os casos a autoridade sanitaria competente. As atividades de controle
sao realizadas em niveis progressivos de complexidade, junto aos centros de referéncia locais,
regionais e nacionais para dar suporte a rede basica (Figura 1). O Ministério da Saude (MS) é o
6rgao que regulamenta o tema através da portaria de numero 1073/GM publicada em 28/09/2000
no Diario Oficial da Unido. Depois de completado o tratamento poliquimioterapico, os pacientes

sao considerados curados mesmo que possuam sequelas da doenca (17).

1.2 Ulceras cutaneas

As Ulceras cutaneas constituem uma importante complicacdo consequente da neuropatia
nos pacientes acometidos por hanseniase. Essas lesbes devem ser tratadas e intensamente
prevenidas, pois podem se tornar a porta de entrada para infec¢cdes que agravam e conduzem o
paciente a complicacdes graves levando até mesmo a amputacao. Entretanto, poucos sao os
estudos epidemioldgicos na literatura que caracterizam fatores associados as ulceracdes em

portadores de hanseniase (18).

Nesse contexto, as Ulceras cutédneas na hanseniase constituem incapacidades visiveis,
representando Grau de Incapacidade Fisica 2 - GIF 2. Tais les6es podem ser classificadas de

acordo com a ocorréncia ou ndo de dano neural, em neuropaticas e ndo neuropaticas (19).

Observa-se nas Ulceras neuropaticas que se tem uma afinidade do bacilo por células do
sistema nervoso periférico podendo ocasionar deformidades primarias ao comprometer axdnios
dos nervos sensitivos, motores e autbnomos, ocasionando uma diminuicdo ou auséncia da
sensibilidade protetora, paralisia e amiotrofia. E em fungdo do dano nervoso primario podem
ocorrer secundariamente: calosidade, fissura, ulceracdo e o mal perfurante plantar (Ulcera
plantar) (20). A regido de membros inferiores é considerada como o local comumente acometido
por Ulceras nestes pacientes, isso acontece pelas alteragbes biomecénicas e diminuicdo da
sensibilidade ocorridas nesta populagdo. A alteracdo biomecénica ocorre a partir de atrofias
musculares e deformidades osteoarticulares que contribuem diretamente para o desarranjo da
biomecéanica da extremidade dos membros inferiores. Esse desarranjo faz com que o paciente
apresente uma marcha alterada, fato que provoca pontos de pressao em regiées do pé de forma
inadequada. Além disso, o paciente com hanseniase possui alteracdo da sensibilidade, o que
provoca a diminuicdo da protecao fisiolégica necessaria para a prevencao de inUmeras lesées

cutaneas (21).
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Do ponto de vista anatbmico observa-se no terco inferior da perna, na porcao anterior um
estreito coxim areolar entre a tibia e a pele que a recobre e, na parte posterior, um grande
conjunto de tenddes com um pobre revestimento de protecéo. Pela posi¢ao ortostatica em que o
ser humano se apresenta durante o ciclo vital e pela importancia dos membros inferiores para a
mobilidade e locomoc¢&do humana, a Ulcera de perna torna-se um grave problema para a pessoa

com diagnostico de hanseniase € um desafio para os profissionais da saude (22).

No sistema tegumentar o correto funcionamento do sistema glandular cutaneo supre a
oleosidade natural da pele, garantindo sua hidratacdo. Assim, uma vez comprometido o sistema
glandular cutaneo, ha diminuicdo ou auséncia da transpiracédo e da oleosidade natural e perda
da umidade do estrato cérneo necesséria a plasticidade, a flexibilidade e a resisténcia da pele,
tornando-a seca, descamativa, fragil e com tendéncia a fissuras. Verifica-se entdo que pacientes
acometidos pela hanseniase perdem a capacidade de resistir a pequenos traumas, com isso a
tendéncia a ulceragbes aumenta, favorecendo o aparecimento de deformidades (23). Portanto,
estas lesdes devem ter intervencgdes rapidamente e/ou serem prevenidas, pois constituem porta

de entrada para infec¢gbes que podem evoluir para complicacdes e até mesmo a amputacao (19).

1.3 Cicatrizacao

Quando o tecido é lesado, ocorrem diversos eventos bioquimicos, celulares e vasculares
gue o proprio organismo produz para poder recuperar-se da melhor maneira, visando substituir
as células lesadas por novas células. Este mecanismo ocorre ap0s a cura de um processo
inflamatério, ou seja, quando se tem o desaparecimento do exsudato, dos sinais locais e

sistémicos de inflamagé&o, o que evolui para o reparo de células e tecidos necrosados (24).

O tecido pode se recuperar por dois mecanismos distintos, a regeneragdo e/ou pela
cicatrizacao, estes dependem do tipo de células que formam o tecido lesionado. Na regeneragéo,
ocorre a substituicdo das células lesadas por novas células iguais ao tecido de origem, enquanto
na cicatrizacao, as células lesadas e antigas sdo substituidas por tecido conjuntivo fibroso. A
forma que o tecido lesado vai se restabelecer dependera do tipo de células que o comp&em, de

qual 6rgéo foi lesado e de sua extenséo (25).

A cicatrizagao pode ser dividida em fases, sendo a primeira a inflamatéria, a segunda de
proliferagdo ou granulacao e por fim a terceira a de remodelamento ou também conhecida como
de maturacdo. Ela ainda pode ocorrer de duas formas (intencdes), a de primeira intencdo ou

primaria, que ocorre quando o tecido apresenta um minimo edema, o local lesionado ndo possui
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infeccdo e suas bordas estdo aproximadas, sendo assim, apresenta perda minima de tecido, ja
a de segunda intencdo apresenta uma lesada mais ampla, com suas bordas distantes ou que

seja uma lesao séptica (26).

Fisiopatologicamente, cada fase tem suas caracteristicas individuais. Na fase inflamatoria,
ocorre uma vasoconstricdo e chegada de plaquetas para fins de diminuicdo do aporte sanguineo,
apos isso se inicia a uma cascata de reparacao tecidual e migracao de leucocitos. A migracao de
leucécitos para a area em que esta o coagulo, bem como para a matriz extracelular dispostas na
periferia da ferida depende da liberacdo de agentes quimiotaticos. Pode-se observar que nas
primeiras horas, ha intensa migracéo de neutrdfilos pela acao de fatores quimiotaticos gerados
da fibrina (fibrinopeptideos) e do sistema complemento, bem como, pela disponibilidade das
quimiocinas do grupo CXC. Apos 18 horas, ocorre a liberagéo de quimiocinas CC, que promovem
atracdo de mondcitos, e quimiocinas CXC, que estimulam linfécitos, os quais estdo em maioria

no exsudato apos 1 semana (27).

Ja no processo de proliferacdo ocorre uma grande migracao de fibroblastos (fibroplasia)
que atua na sintese de colageno e elastina, ocorrendo também um quadro de angiogénese para
gue os tecidos de crescimento possam ser oxigenados e nutridos (28). A proliferacdo de
fibroblastos, bem como, a ativacdo de componentes da matriz extracelular é feita pelo FGFa e b,
TGF-B e fator de crescimento derivado de plaquetas - PDGF. Os fibroblastos se proliferam e
deslocam-se depositando os componentes da matriz, no inicio pode-se observar grande
guantidade de poliglicanos como o acido hialurénico e de colageno do tipo lll, apresentando fibras
finas. Ao mesmo tempo, se tem angiogénese, a partir do endotélio de capilares vizinhos, por
estimulo do fator de crescimento endotelial vascular - VEGF. Com isso, células endoteliais
proliferadas produzem metaloproteinases que se deslocam a membrana basal e sdo atraidas por
estimulos quimiotaticos de produtos de degradag¢do da matriz e de quimiocinas formando uma

rede capilar compde a nova matriz, dando origem a um tecido conjuntivo bem vascularizado (25).

Na ultima fase, a de remodelacéo, da-se a mudanca do tipo e composi¢do do colageno,
tendo uma producdo maior do tipo 1 do que o 2, essas mudancgas geram uma maior resisténcia
ao tecido que substitui as células lesadas. Nesta fase observa-se que o nimero de colageno se
eleva e, apés 2 semanas, suas fibras predominam na constituicdo da matriz extracelular.
Concomitantemente, ocorre uma reducgdo da sintese de glicosaminoglicanos. Assim, o colageno
do tipo | passa a ser predominante quando comparado ao tipo lll, nota-se que as fibras colagenas
se tornardo mais espessas e organizadas, com isso comprime 0s capilares 0 que provoca a

reducao da sua quantidade. As células que realizam fagocitose vao sofrendo apoptose, e o tecido
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de granulacdo torna-se constituido por um tecido conjuntivo mais denso com pouca

vascularizacao (29).

Nota-se no tecido cicatricial que, apesar deste estar consolidado por volta de 10 dias, a
formacédo deste tecido conjuntivo fibroso demora algumas semanas para se remodelar e obter
resisténcia maxima. A troca do colageno do tipo Ill pelo colageno do tipo | é devido ao controle
na sintese e na degradacao destas fibras. Sdo as metaloproteinases e glicosidases produzidas
ao longo do processo que garantem a degradacdo destes componentes, que serdo substituidos
por outros. Sdo as atividades das metaloproteinases na remodelacdo que liberam peptideos
antiproliferativos que irdo dificultar a migracéo celular e induzir apoptose, limitando assim, a

angiogénese e a proliferacdo dos fibroblastos (30).

Pode-se verificar que em lesdes destrutivas de qualquer 6rgdo apresentam o mecanismo
de cicatrizacdo semelhante aos que ocorrem em feridas na pele. Se a lesdo apresenta grande
extensdo ou esta infectada, o processo ocorre de forma mais intensa, cursando com uma maior
producdo de tecido de granulacdo. Sabe-se que fatores como idade, nutricdo, temperatura,
disturbios hematoldgicos, infec¢@o local, diabetes, corticosteréides e irrigacdo influenciam
diretamente no reparo tecidual. E notério que as feridas podem ser colonizadas por bactérias,
principalmente as abertas. Através do procedimento de higienizagdo, consegue-se minimizar uma
colonizacao critica e até mesmo prevenir um quadro de infeccdo. Contudo, os profissionais da
saude vém tentando varios procedimentos para facilitar e acelerar a cicatrizagcéo, especialmente
em feridas crbnicas (27). Dentre as diversas terapias alternativas, os produtos naturais estéo
sendo amplamente utilizados, devido a suas propriedades terapéuticas, disponibilidade dos

ativos e um fator muito importante, o baixo custo.
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FIGURA 2. Fases da cicatrizacdo (Fonte: CAMPQOS, 2007).

1.4 Prépolis e potencial farmacoldgico cicatrizante

A prépolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, gomosas e balsamicas
coletadas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de plantas. As abelhas transportam estas
substancias até a colméia e as modificam por meio da adicdo de cera, pélen e produtos do seu
metabolismo, como a enzima salivar 3-glicosidase, aumentando a sua acao farmacoldgica,

resultando em um produto pegajoso que serve como revestimento e prote¢do da colmeia (31).

Devido a grande variedade de espécies que compdem a flora brasileira e que séo visitadas
pelas abelhas, pode ocorrer uma grande variagédo de seus principios ativos. Sua coloracdo pode
variar do verde, vermelho ao marrom escuro, e esta alteracdo esta relacionada com a origem

geografica e o tipo de vegetacao que ocorre sua extracao (32).

As amostras de prépolis verde, também denominada de propolis brasileira, vem
apresentando diferengas significativas em suas composi¢cdes quimicas quando se compara a
propolis da zona temperada. A propolis verde é produzida pela espécie de abelha Apis mellifera
apos coletar resinas das folhas de Baccharis dracunculifolia, uma planta nativa do Brasil,

popularmente conhecida como “alecrim-do-campo” ou “vassourinha-do-campo” (31).

As formulacbes a base de propolis apresentam grande aceitacdo advindo das suas
propriedades terapéuticas. Este ativo é citado desde a antiguidade, em que ja era utilizada e

considerada para o tratamento de moléstias cutaneas. No final do século XIX, foi utilizada como
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um agente cicatrizante, sendo também utilizada na Segunda Guerra Mundial em diversas clinicas

soviéticas (33).

As propriedades do extrato de prépolis na cicatrizacdo de feridas vém sendo muito
estudadas ao longo dos anos, mas os dados cientificos versam principalmente sobre estudos in
vitro e in vivo, em diversos modelos animais (34-35). Como resultados, tem-se que a utilizacao
do extrato de propolis no tratamento de feridas diminui o tempo de cicatrizacdo, acelera o
processo de contracdo e de reparacao tecidual principalmente devido suas propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias (36). Devido ela ser desprovida de efeitos colaterais, o que
ndo ocorre com o0s antibidticos sintéticos, apresentar baixo custo em relacdo aos curativos

utilizados atualmente, torna-se mais acessivel & populacéo (34).

Pesquisadores relatam a existéncia de mais de trezentas substéncias identificadas em
amostras de propolis (37). Acredita-se que em especial sdo os flavondides os principais
compostos responsaveis pelos benéficos que a propolis promove. Estes sdo definidos como
compostos fendlicos derivados de plantas, que atuam em diferentes processos fisiolégicos, tanto
na agéo e absorgdo de vitaminas, bem como, nos processos de cicatrizagdo como antioxidantes,
exercendo também funcdo antimicrobiana e moduladora do sistema imunoldgico (34,38). A
prépolis verde brasileira produzida em Sao Paulo e Minas Gerais é constituida principalmente de
derivados prenilados do acido p-cuméarico e Artepelin C e possui grande quantidade de
flavonéides (Figura 2), muitos dos quais nao estao presentes em prépolis da Europa, América do
Norte e Asia e por isso tem se tornado objeto de grande interesse por parte dos pesquisadores
(39).
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FIGURA 3. Estruturas quimicas dos principais compostos isolados da propolis verde brasileira: acido
cafeico (a), &cido cindmico (b), &cido feldrico (c), acido p-cumérico (d), drupanina (e), canferida (f), artepelin
C (g) e bacarina (h). (Fonte: Elaborado pelo autor).

Atualmente, quando se verifica a utilizacdo da prépolis como um remédio popular, esta
encontra-se disponivel em diversas formulas farmacéutica, tais como: capsulas, extrato
(hidroalcodlico ou glicélico), como enxaguante bucal, na forma de pé, dentre outras, podendo
também ser empregada na constituicdo de alimentos funcionais, em cosméticos e sob a forma

de pomadas (39).

Ainda ha a necessidade de um tratamento financeiramente acessivel e que acelere o
processo cicatricial da ulcera proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes, além
de reduzir os gastos hospitalares. Nos Ultimos anos, tem ocorrido um grande interesse pela
medicina popular com o uso de produtos naturais para o controle e tratamento de diversas
afeccOes. Utilizada desde a antiguidade, a prépolis ja era utilizada e considerada por alguns
povos como medicamento para moléstias cutaneas. Entretanto, a parte do conhecimento

empirico acerca do potencial farmacologico e terapéutico da propolis, os dados cientificos
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existentes sdo voltados para os estudos in vitro e in vivo, existindo pouca literatura ainda

disponivel acerca da comprovacao de sua eficacia clinica.

Neste sentido, esta dissertacdo esta subdividida em dois capitulos. No Capitulo I, objetivou-
se fazer uma revisao de literatura acerca do potencial cicatrizante da propolis em feridas cutaneas
comprovado por estudos clinicos. No capitulo I, objetivou-se investigar a acdo da propolis verde
brasileira sobre a cicatrizacdo de um tipo de Ulcera neurotréfica. Vale salientar que ndo existem
dados clinicos acerca do potencial cicatrizante da propolis verde em Ulceras decorrentes da
hanseniase, o que torna este estudo inédito. Neste ambito, se faz necessario aprofundar o tema
para servir como fonte segura de informacdo para tomada de decisdes no manejo de Ulceras

decorrentes de hanseniase pelos profissionais de saude.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar a atividade cicatrizante de pomada contendo prépolis verde em pacientes com

Ulceras em membros inferiores decorrentes da hanseniase.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analisar os dados existentes em literatura acerca do potencial clinico cicatrizante da

prépolis;

e Acompanhar semanalmente a evolugédo do tratamento das Ulceras dos pacientes pelas
imagens obtidas através de fotografias das feridas e pela técnica de decalque, a fim de predizer

o potencial cicatrizante da prépolis verde;

e Predizer a seguranca e possiveis efeitos adversos da propolis verde.
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Capitulo 1: SUBMETIDO PARA A REVISTA ANTIOXIDANTS (IF:7.675, Quartil 1).

Trata-se de uma revisao bibliografica, em que foram levantados e tabulados os estudos clinicos

que relatam o potencial cicatrizante da prépolis em feridas cutaneas.

Type of the Paper- Review
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Abstract: Propolis has been used since ancient times in the treatment of skin diseases
and is currently widely cited in the literature for its pharmacological potential for
healing and repairing various types of wounds. It has popularly known healing
properties that are mainly attributed to its rich composition in phenolic compounds
and arouses interest in the pharmaceutical industry for being a low-cost product
compared to other coverages and medications; however, most of the published data
refer to its effects in vitro and in vivo, and few clinical studies have already been
carried out proving its therapeutic efficacy. This article aimed to review data
published in Portuguese, Spanish and English on Clinical trials, Scielo, PubMed,
Google Scholar, Medline and Lilacs between 1990 and 2021 on the clinical use of
propolis in skin ulcers. It is evident, without divergence between the articles, the
healing potential of propolis in skin wounds such as diabetic, venous and surgical
ulcers, caused by burns and others, as an alternative therapy, mainly due to its
evidenced properties, such as antimicrobial, anti-inflammatory, analgesic and
angiogenesis promoter. However, it is necessary to standardize the form of
administration and concentration of propolis for each type of wound. Furthermore,
further clinical studies are essential for adding information about propolis and
obtaining the best possible therapeutic benefits from it.

Keywords: Propolis, skin ulcers, clinical studies.
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1. Introduction

The occurrence of skin wounds is considered a worldwide problem due
to high morbidity and treatment costs; in addition to causing negative
psychological and social consequences, it directly interferes with the quality
of life of those affected [1]. These wounds are characterized by interruptions
in the continuity of the skin, which can extend from the superficial layer to
deeper structures, such as muscles, tendons and bones [2].

In Brazil, due to the increase in the population's life expectancy, the
prevalence of chronic diseases and conditions has increased, which can lead
to the development of skin lesions, such as vascular ulcers and pressure
injuries [3].

Epidemiologically, pressure ulcers, diabetic foot and venous ulcers are
chronic lesions with significant relevance. The occurrence of pressure ulcers
is used as an indicator to assess the quality of care provided by health
services [4].

Wound healing can occur spontaneously, but when treated, it is
considerably faster and presents more satisfactory functional and aesthetic
results [5]. The treatment of skin wounds depends on intrinsic and extrinsic
factors of the lesion, occurring dynamically and depending on the evolution
of the healing phases. There are currently numerous treatment options on
the market. The choice depends on the financial resources of the patient
and/or the health unit and they generally try to be adequate to the nature,
location and size of the wound [6].

In open wounds, the old controversy between dry bandage and wet
bandage has given way to a current proposal of occlusion and maintenance
of the moist environment. Commonly used bandages contain substances
such as: silver sulfadiazine, which has antibacterial action; collagenase
enzymatic ointment, for wounds with devitalized tissue; essential fatty acids,
for pressure ulcer prevention or treatment of superficial open wounds with
or without infection. There are also bandages developed with well-defined
proposals, which have a high cost, based on the use of hydrocolloids,
hydrogel, calcium alginate, activated carbon and hydropolymer adhesive [7].

Among alternative therapies, natural products have been widely used
due to their therapeutic properties, availability and low cost. Among these
products, propolis stands out. Cited since ancient times, propolis was already
used and considered by some peoples as a medicine for skin diseases. At the
end of the 19th century, it was used as a healing agent, later being used in
the Second World War in several Soviet clinics [8].

Propolis is a resin-like product, in which it is created from the secretions
of various plants and mixed with bee saliva, which is rich in enzymes. Its
composition is given by 50% resins, 30% waxes, 10% essential oils, 5% pollen
and the remaining 5% correspond to other organic and mineral compounds

[9].

It is estimated that flavonoids are the main compounds responsible for
the beneficial effects of propolis. They are defined as phenolic compounds
from plants, which act in different physiological processes, acting in the
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absorption of vitamins, in the healing processes as antioxidants and exerting
an antimicrobial and modulating function of the immune system [10].

In view of the above and with the objective of contributing to the growth
of alternative healing therapy with natural products in skin lesions, this study
aimed to investigate the literary data regarding the healing potential of
propolis and its therapeutic effect confirmed in clinical studies.

2. Materials and Methods

This is a literature review. A bibliographic survey on the clinical use of
propolis in skin ulcers was carried out with journals indexed in national and
international databases: Clinical trials, Scielo, PubMed, Google Scholar,
Medline and Lilacs, in the period between 1990 and 2021. Keywords were
used in Portuguese, Spanish and English: Propolis, healing, skin ulcers and
clinical studies.

3. Results

Table 1 shows the clinical studies found in the databases, from 1990 to
2021. Twelve articles were included that investigated the healing potential
of propolis in formulations such as ointment, spray and liquid extract. The
results were discussed according to the type of skin ulcer. Figure 1
summarizes the types of ulcers that were described in these works and on
which propolis has shown to have a healing action.

Table 1. Summary of results about the healing potential of propolis in skin wounds obtained
through clinical studies conducted between 1990-2021.

Year | Ref. | Type of propolis Goals Results
1990 | [11] | Propolis (3 and | To describe the biochemical action | The presence of granulation tissue was observed in
30%) of propolis and to evaluate its | the patients' wounds, there was an improvement in
bactericidal and bacteriostatic | the odor of the secretions and in pain sensitivity,
potential. demonstrating the anesthetic action of propolis.
2007 | [9] | Propolis ointment To evaluate the evolution of | The mean wound healing time was 13.1 weeks and
chronic ulcers (vascular, diabetic | the study follow-up was 20 weeks. 74.1% of ulcers
and pressure) with topical use of | healed before 13 weeks. Venous ulcers healed in
propolis. 35% of patients and pressure ulcers in 10%. Patients
reported analgesic effect and improvement of local
heat, odor, swelling, secretion and itching. There
was an improvement in the appearance of the
lesions, amount of secretion and increase in
granulation tissue.
1996 | [12] | Propoline To evaluate the effects of propolis | Tissue recovered after treatment with propolis.
(alcoholic vehicle) | in surgical treatments and mouth
and propodal ulcers.
2017 | [13] | Propolis ointment | To analyze the effect of 30% | The ointment was effective as an alternative
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(30%)

propolis ointment on the healing
of different types of ulcers.

therapy, with a short healing time, only 45 days.
20% of patients had complete wound closure.

2019 | [14] | Propolis spray (3%) | To evaluate the effect of propolis | Propolis promoted the closure of the diabetic foot
as an adjuvant in the healing of | wound and the reduction of the area of the lesion
human diabetic foot ulcers related to the increase in the deposit of extracellular

matrix, which aids in healing.

2018 | [15] | Propolis ointment | To investigate the effect of topical | The results of the present study indicated that

(5%) administration of propolis on the | although changes in erythema and ulcer secretion
healing of diabetic foot ulcers. were not significantly altered, the area of ulceration
was decreased and the wound healing process was

improved within 4 weeks.

2012 | [16] | Formulation To report the mean healing time of | The minimum healing time observed was 30 days

containing oncological wounds after excision, | and the maximum was 45 days.

propolis,  honey, | observed with the aforementioned

granulated sugar, | formulation.

butter and

powdered

albumen.

2018 | [17] | Propolis ointment | Investigation of the effectiveness | The ulcers healed successfully within the first 6

(7%). of topical treatment of non-healing | weeks of treatment using a two-layer bandage and
chronic venous leg ulcers with | topical application of propolis ointment.
propolis ointment.

2004 | [18] | Propolis ointment To compare propolis ointment and | Although silver sulfadiazine showed good results,
silver sulfadiazine in mild burns. propolis was superior, reducing the inflammatory

process and promoting faster healing.

2006 | [19] | 800 mg of propolis, | To investigate the effect of the | Effective healing after four weeks.

50 mg of myrrh and | mixture of propolis, myrrh and bee
bee honey. honey in a diabetic foot ulcer.
2014 | [20] | Propolis in watery | To determine whether Australian | Ulcer area was reduced by an average of 41% in the
liquid form | propolis is effective in a pilot study | propolis group compared to 16% in the control
originated from | of human diabetic foot ulcer | group at week 1 and by 63% vs 44% at week 3,
Australia healing. respectively.

2021 | [21] | Anatolian Propolis | To compare the wound healing | Ulcers had a better evolution in the interval of 7 and

(15%)

rate between well-evaluated and
standardized use of propolis
(Anatolian propolis) and routine
bandages in  patients  with
sacrococcygeal pilonidal treated
with marsupialization.

14 days of the postoperative period in the

investigational group.
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4. Discussion
Diabetic ulcer

One of the most prevalent diseases these days is diabetes. This disease
affects a large part of the world population and involves several secondary
health problems, such as diabetic foot, for example. It is known that diabetic
foot is mainly caused by hyperglycemia, leading to an increase in sorbitol and
other compounds, which leads to diabetic macro and microangiopathy,
generating peripheral neuropathy and favoring the appearance of diabetic
foot [22]. Therefore, the need arose for topical therapies to reverse this
disease of diabetes and among them is propolis.

A clinical study conducted in 2019 with the aim of evaluating the effect
of propolis as an adjuvant product in diabetic foot ulcers reports, as a result,
that propolis has healing power and that it also influences local inflammation
by decreasing some inflammatory cytokines, such as TNF-y and increasing
anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 [14].

In this aspect, Afkhamizadeh et. al. [15] analyzed the effect of 5%
propolis ointment on human diabetic foot ulcers (Wagner grades 1 and 2) in
two groups. The results obtained showed that, although the erythema and
exudate in the wound milk were not significantly altered with this treatment,
the area of the lesion decreased and a healing process was achieved in 4
weeks of treatment with the topical use of 5% propolis ointment.

Another diabetic foot ulcer was treated with a mixture containing:
propolis, myrrh and bee honey (MPH). After debridement of non-viable
tissues, the patient was instructed to clean the ulcer and then fill the cavity
with the MPH paste. After four weeks of treatment, the ulcer healed and the
patient returned to work [19].

Another study conducted by Henshaw and colleagues aimed to assess
whether propolis ointment is well tolerated in diabetic foot ulcers. In
conclusion, from 1 to 3 weeks of treatment it was possible to observe
improvement in healing compared to the control group. Furthermore, the
antibiotic effect of propolis was evidenced from the collection of material
from wound beds, showing that propolis reduced local infection in the
wound bed [20].

Surgical ulcer

Tumor excision comprises a surgical procedure in which there is an
additional tissue loss to the tumor area, the margin, otherwise it has high
recurrence rates due to the remains of cancer cells present in that tissue.
Therefore, the post-surgical period requires the administration of topical
compounds to promote healing [23].

A very important study used a formula containing pure propolis in the
healing of oncological ulcers after excision. Six patients over 60 years of age
of both sexes were evaluated and instructed to apply a thin layer of the
formulation on the wound with the aid of a spatula, once a day. In view of
the results obtained, the minimum time for ulcer healing was 30 days and
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the maximum was 45 days, with an average of 39 days to close the lesion of
the research participants [16].

Venous ulcers

Venous ulcers comprise a health problem due to their high rate of
interference in the social and work life of society. Its main cause is venous
insufficiency of the lower limbs. The decision regarding the type of treatment
and guidelines for wound prevention requires technical and scientific
knowledge [24]. In 2013, KUCHARZEWSKI, M. et. al directed a study
investigating the action of propolis in patients with venous ulcers. In group
1, 28 patients participated (ulcer area ranging from 6.9 to 9.78 cm?). Patients
were treated with propolis ointment associated with the use of a short-term
compressive bandage. In group 2, there were 29 patients (ulcer area: 7.2-9.4
cm 2 ) treated by compression of Unna's boot without topical treatment with
propolis. The healing time of group 1 was 6 weeks of treatment. On the other
hand, group 2 had a healing time of 16 weeks. The results show the
effectiveness of healing and repair, as well as the faster healing in the use of
propolis ointment compared to the Unna boot [25].

Wound due to sacroccygeal pilonidal disease

Sacrococcygeal pilonidal disease is the occurrence of infection in the
subcutaneous tissue of the intergluteal groove. The most common target
audience includes young male adults. Evidence suggests a higher incidence
in individuals with more body hair, those who are obese, those with a deep
intergluteal groove, and those with a history of boils elsewhere [26]. One
study included 33 patients with sacrococcygeal pilonidal disease wounds
after marsupialization who were divided into a control and placebo group.
One group was routinely treated with bandages already used in this area and
the other with 15% Anatolian propolis. It is notable that the ulcers had a
better evolution in the interval of 7 and 14 days of the postoperative period
in the investigational group. The conclusion is that the treatment with
propolis in these lesions, as long as they are not complicated, accelerate the
healing process [21]. Propolis can be used to accelerate wound healing when
the marsupialization method is preferred in patients diagnosed with
uncomplicated sacrococcygeal pilonidal cyst because of its low cost, good
patient compliance, low side effect profile, absence of toxicity and high
efficacy.

Burn wounds

Mild burns (second degree) are those that are generally classified as
superficial, involving only the epidermis and superficial dermis, but sparing
dermal skin attachments such as sweat glands and hair follicles. Treatment
at this level consists in bandages soaked in saline or equivalent coverage,
promoting epithelialization of the lesion [27].

One study compared the effectiveness of propolis versus silver
sulfadiazine in mild (superficial second degree) burns. Among the selection



29

criteria, participants should have bilateral burns of similar size and depth, so
each wound received a compound. Initially the wounds were debrided and
cleaned and every 3 days the participants returned to the unit to change the
bandage. In short, the antimicrobial effect was not of great significance
between the two compounds. However, propolis has shown to be efficient
in reducing the inflammatory process and promoting faster healing
compared to silver sulfadiazine [18].

Mouth ulcers

Since the last century, propolis has been the target of research that
evaluates its healing potential in wounds. In 1996, in Cuba, a study was
carried out with 78 patients, which evaluated the effects of propolis used in
the form of propolin (in an alcoholic vehicle) and propodal (prepared with
propylene glycol) on mouth ulcers and in patients treated surgically. When
comparing the results of the groups treated with propolis and the control
group that received no treatment, there was an improvement in the healing
of mouth ulcers and a faster regression of symptoms [12].

Other studies

In 1990, Bernardo et al. evaluated the bactericidal and bacteriostatic
potential of propolis. Using propolis at a concentration of 3 to 30%, the
presence of granulation tissue was observed in chronic ulcers of different
etiologies of the patients, there was an improvement in the odor (of the
secretions) and an improvement in the sensitivity to pain, demonstrating the
anesthetic action of propolis. The results of the culture of the secretions
indicated a decrease in microorganisms, which even became negative (11).

In 2007, Santos and other colleagues, during a Brazilian study in Paran3,
evaluated the action of a propolis ointment on chronic ulcers in 20 patients.
Chronic ulcers were vascular, diabetic and pressure ulcers. Topical propolis
therapy has shown improvement in the appearance of the lesions, in the
amount of secretion, increase in granulation tissue, improvement in pain,
swelling and local itching, in addition to the analgesic effect. More than 70%
of ulcers healed before the median wound healing time of 13 weeks (9).

Years later, Silva et al. (2017) also bet on propolis ointment for the
healing of different types of ulcer (venous, pressure and diabetic). With the
use of propolis ointment at a concentration of 30%, the mean healing time
was only 45 days and 20% of the patients had complete wound closure (13).
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Figure 1. Main ulcers on which propolis was clinically evaluated in the studies described in this work.

5. Conclusions

The therapeutic properties of propolis have been demonstrated from
the mid-1990s to the present day, mainly through in vitro and in vivo studies.
Studies on the therapeutic use of propolis in wounds are still scarce, although
there has been a notable increase in research since 2002. As for the
therapeutic action of propolis in wound healing, studies have shown positive
results, with a reduction in wound healing time compared to to the controls
used. This healing action is due to the antimicrobial, anti-inflammatory,
analgesic and neoangiogenic effects of propolis. It is evident, without
divergence between the articles, the healing potential of propolis in skin
wounds such as diabetic, venous, surgical ulcers, caused by burns or even by
sacrococcygeal pilonidal disease, as an alternative therapy. However, it is
necessary to standardize the form of administration (topical ointment,
ethanol extract, spray, aqueous liquid form, etc.) and concentration of
propolis for each type of wound. In addition, further clinical studies are
essential for adding information about propolis safety and obtaining the best
possible therapeutic benefits from it, in order to increase scientific evidence,
thus subsidizing new treatment alternatives for people with skin lesions. and
also enabling safe and quality care.
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Capitulo 2: EM ELABORAGCAO.

Trata-se de estudo clinico que buscou investigar o potencial cicatrizante da propolis verde em
feridas cutaneas decorrentes da hanseniase.

AVALIACAO CLINICA DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE POMADA CONTENDO PROPOLIS
VERDE EM PACIENTES COM ULCERAS EM MEMBROS INFERIORES DECORRENTES DA
HANSENIASE

ROSA, Cristiano dal?; BUENO, lan Lucas? LONGATO, Giovanna Barbarini'2

! Programa de Pds-graduacéo Stricto Sensu em Ciéncias da Salde, Universidade S&do Francisco,
Braganca Paulista, S4o Paulo, Brasil. 2 Laboratério de Farmacologia Molecular e Compostos

Bioativos, prédio VII, Universidade S&o Francisco, Braganga Paulista, S&do Paulo, Brasil.

cristiano.rosa@usf.edu.br

RESUMO. O tratamento de feridas crénicas representa uma importante parcela dos gastos do
SUS. A busca de tratamentos alternativos acessiveis vem crescendo, com isso, a utilizacdo de
compostos naturais estd sendo muito explorada nos tratamentos destas lesdes, devido ao seu
baixo custo quando comparado aos farmacos sintéticos. Dentre os produtos, a propolis vem se
destacando pelas suas propriedades cicatrizantes. A prépolis verde brasileira tem mostrado
diferenca significante na sua composi¢ao quimica em relacéo a outras prépolis e por esta razéo
tem se tornado objeto de grande interesse por parte dos cientistas. Este estudo teve como
objetivo investigar a atividade cicatrizante de pomada contendo prépolis verde em pacientes com
Ulceras em membros inferiores decorrentes da hanseniase. O estudo clinico cego e randomizado
(CAAE: 48002021.0.0000.5514) foi conduzido no ambulatério de feridas da Associagao
Filantrépica Humanitas (S&o Jerénimo da Serra/PR/Brasil) e contou com a andlise de 13 feridas
divididas randomicamente em dois grupos intitulado como investigacional (G1) e controle (G2).
Como resultados, nenhum participante apresentou sensibilidade ao ativo, verificou-se em G1
melhor atividade durante a fase inicial do tratamento, correspondendo as fases inflamatéria e
proliferativa do processo cicatricial e uma diminui¢cdo da area da lesé@o e formacdo de um tecido
de granulagdo mais revitalizado e diminuicdo do exsudato inflamatério, concluindo que a

utilizacdo da pomada propolis é segura e favoreceu o reparo tecidual.

Palavras-chave: Propolis verde brasileira. Cicatrizag&o. Ulcera. Hanseniase. Estudo clinico.
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INTRODUCAO

A principal via de transmissdo da hanseniase € o trato respiratério e seu patégeno é o
Mycobacterium leprae. Este bacilo é um parasita intracelular obrigatério que infecta
preferencialmente macrofagos da pele e células de Schwann da parte periférica do sistema
nervoso. Sabe-se que a hanseniase se manifesta por meio de sinais e sintomas neurologicos
cutaneos e tem sido descrita como doenca de alto risco, pois o bacilo age causando distarbios
de sensibilidade nas fibras sensoriais, autondmicas e motoras (1-2). Por mais que exista a cura
para a hanseniase, esta doenca deixa sequelas que incapacitam e prejudicam a qualidade de
vida dos pacientes curados.

Em alguns casos pode ocorrer lesdo do nervo tibial posterior causada pela bactéria, o
que acarreta em distarbios sensitivos da em membros inferiores, que podem ser acompanhados
de consequéncias secundarias, como as Ulceras. Essas Ulceras sdo de dificil cicatrizagéo,
podendo permanecer abertas por anos mesmo com tratamento. Nos ultimos anos, tem havido
um crescente interesse da parte da medicina popular para o uso de produtos naturais no controle
e tratamento de diversas afec¢bes. Citada desde a antiguidade, a prépolis ja era utilizada e

considerada por alguns povos como medicamento para moléstias cutaneas (2-3).

Atualmente a prépolis é considerada um dos produtos naturais em destaque, sendo
conhecida por suas diversas propriedades bioldgicas, como antibacteriana, antioxidante, atuando
também no combate a inflamacéo, apresentando caracteristica imunomoduladora, e hipotensora,
estimula a atividade de cicatrizacdo, além de apresentar atividade anestésica, antineoplasica e
anti-HIV. Essas propriedades sao atribuidas a sua composicao quimica, e até o momento ja foram
identificados cerca de 200 elementos, divididos principalmente em: flavonéides, alcoois,

aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e minerais (3-10).

A composicdo quimica da prépolis é considerada complexa, pois as substancias nela
presentes variam de acordo com sua origem geografica e as diferencas genéticas das abelhas
responsaveis por sua coleta. Essas alteracdes levam a alteracbes em suas propriedades
farmacologicas, que tendem a ser maiores em regifes tropicais e menores em regifes
temperadas devido a abundancia de plantas existentes. O momento da coleta é outro fator
importante sobre a sua composi¢céo quimica, pois em paises como o Brasil ela ocorre o ano todo,
com possiveis variagdes sazonais. Esses fatores podem acabar interferindo nos efeitos curativos

gue a propolis proporciona (2-4,6,10).



34

Verifica-se que as amostras tropicais de prépolis, especialmente as brasileiras, tém
mostrado diferencas significantes nas suas composic8es quimicas em relacao a propolis da zona
temperada. Por essa razao, a prépolis brasileira tém se tornado objeto de grande interesse por
parte dos cientistas (11). A propolis verde é produzida pela espécie de abelha Apis mellifera apés
coletar resinas das folhas de Baccharis dracunculifolia, uma planta nativa do Brasil, popularmente
conhecida como “alecrim-do-campo” ou “vassourinha-do-campo” (13). A propolis verde brasileira
produzida no Sudeste apresenta em sua constituicdo derivados prenilados do acido p-cuméarico
e Artepelin C e possui elevada concentracéo de flavonoides, estes, em sua maioria ndo estédo
presentes em propolis oriundas da Europa, América do Norte e Asia (13-14).

A parte do conhecimento empirico acerca do potencial farmacolégico e terapéutico da
propolis, os dados cientificos existentes sao voltados para os estudos in vitro e in vivo, existindo
pouca literatura ainda disponivel acerca da comprovacdo de sua eficacia clinica. Frente ao
exposto, este estudo pretendeu analisar o uso terapéutico da pomada de propolis verde em
Ulceras cutaneas de membros inferiores em paciente acometidos por hanseniase e analisar sua

eficacia no processo de cicatrizagdo dessas lesdes.

METODO
Produto investigacional

A pomada contendo extrato de propolis verde (Figura 1), objeto deste estudo, foi fabricada
pela Associacdo Filantrépica Humanitas, localizada em S&o Jerébnimo da Serra/PR/Brasil. Este
produto esta devidamente registrado no Ministério da Agricultura sob o SIF n° 3688 e segue
rigorosamente os programas de autocontrole conforme oficio circular n® 24/2009 do préprio
ministério. Também atende & instrugdo normativa n°® 49/2006 através do preenchimento de
formulario padronizado no recebimento de matéria prima, ingredientes, embalagens e produtos
de limpeza e higienizagdo. Como controle, foi produzida no mesmo local pomada contendo

apenas a formulacdo base que consiste em lanolina e vaselina.
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FIGURA 1. Pomada de propolis Humanitas (Fonte: Elaborado pelo autor).

Local do Estudo

O presente estudo foi realizado no ambulatério de tratamento de feridas/curativos da

Associagao Filantropica Humanitas localizada em S&o Jerdnimo da Serra/PR/Brasil.

Tipo de estudo

Foi realizado um estudo clinico piloto, randomizado, cego e controlado para avaliacdo da
eficacia do produto investigacional. A realizacdo desse estudo obedeceu a todas as etapas
previstas pelo Comité em Pesquisa da Universidade Sdo Francisco (USF) e as exigéncias do
Conselho de Etica em Pesquisa da Comissdo Nacional de ética em Pesquisa (CONEP) do
Ministério da Saude (Resolucdo CNS 466/12). Foi aprovado sob o numero 4.827.569.

Amostra

Foram inclusos no estudo pacientes de ambos os géneros, com idade superior a 18 anos,
ja tratados e curados da hanseniase e que apresentavam, como sequelas da doenca, feridas
cutaneas em membros inferiores com area entre 3 e 75 cm2. Como critério de exclusédo adotou-
se anaoincluséo de pacientes com menos de 18 anos e/ou que apresentassem alergia a propolis,

guadro de isquemia critica e/ou infecgdo grave ndo controlada.

Grupo Investigacional e Controle

O estudo foi composto por dois grupos denominados G1 = Grupo investigacional, que
utilizou a pomada de prépolis Humanitas e G2 = Grupo controle, que utilizou a mesma base da
pomada do produto investigacional, porém, sem o ativo. Os participantes foram randomizados

por sorteio para compor cada grupo. Em ambos, a durag&o do tratamento foi de 61 (sessenta e
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um) dias. Sendo 60 (sessenta) dias de tratamento + 1 (um) para avaliacdo final ou até o

fechamento da leséao.

Tratamento

Em G1 e G2 o produto foi utilizado seguindo as orientacdes fornecidas pelos
pesquisadores. Os participantes deveriam higienizar a regido da ferida com sabonete neutro
(cedido pelos pesquisadores) e agua corrente antes das aplicacBes. Cada sujeito utilizou o
produto diariamente duas vezes ao dia (ao acordar e antes de dormir) por 60 (sessenta) dias ou
até o fechamento da leséo, caso ocorresse antes do término. Os participantes da pesquisa foram
acompanhados semanalmente para avaliagdo e acompanhamento das lesoes.

Avaliagéao clinica (macroscoépica)

Tanto em G1 quanto em G2 os participantes da pesquisa foram acompanhados por
avaliagbes semanais no local do estudo (Figura 2), totalizando 9 (nove) avaliagdes denominadas
AO0-A8.

e Em AO foi realizada a assinatura do TCLE e termo de autorizacdo do uso de
imagem. Também foram realizados o preenchimento da ficha de
avaliacdo/anamnese, coleta do exsudato, aplicagdo da escala PUSH, registro
fotografico da lesdo mantendo a distancia de 30 cm (campo) e 15cm (foco) entre
a lente da cAmera e a area da lesao, nao sendo utilizado o recurso de zoom, por
fim, foi realizada analise morfol6gica pela técnica de decalque (12).

e Em ALl e A2, foirealizada a coleta do exsudato e acompanhamento da ferida por
fotografias (seguindo o mesmo padrdo de AO), aplicacdo da escala PUSH e
analise morfoldgica pela técnica de decalque.

e Em A3-A8 a coleta de exsudato néo foi realizada, sendo realizada apenas a
aplicacdo da escala PUSH e o acompanhamento da ferida por fotografias e
técnica de decalque.

A morfometria dos decalques obtidos nas avaliacGes das lesdes foi realizada através do
software ImageJ 1.38x. O deslocamento dos participantes para as avaliacbes/acompanhamento
foi oportunizado pelas prefeituras da cidade de origem em parceria com o local de estudo, ndo

havendo custos para 0s mesmos.
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Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o Teste de Mann-Whitney para amostras
independentes. Um alfa de 0.05 foi considerado em todas as analises. Os dados estdo
apresentados pelo Box e Whiskers (minimo e maximo) *, P significativo no nivel de 0.05; **, P

significativo no nivel de 0.01; ***, P significativo no nivel de 0.001.

RESULTADOS

O tamanho amostral inicialmente estimado para compor o estudo foi de 20 participantes,
porém, devido as adversidades encontradas durante a realizacdo do estudo, este foi composto
por 7 pacientes curados da doenga sob a forma virchowiana, sendo 6 homens e 1 mulher. A
média de idade dos pacientes é de 64,3 anos, variando entre 56 a 72 anos e a média do tempo
em gue o0s pacientes apresentavam a ferida tanto no grupo investigacional (G1) e grupo controle
(G2) foi de 7,6 anos, variando entre 1 e 20 anos. No total, foram tratadas 13 feridas destes 7
pacientes, sendo estas divididas de forma randdmica resultando em: seis (06) feridas compondo
G1 e sete (07) feridas compondo G2. Os participantes foram bastante assiduos quanto ao

cronograma do projeto e nenhum deles apresentou efeito adverso aos produtos utilizados.

Como resultado da mensuracgéo da ferida pela técnica de decalque pdde-se observar uma
diminuicdo gradativa da média (%) da area da lesdo de ambos os grupos de pesquisa (G1 e G2),
por todo o periodo tratado. Porém, notou-se que em G1 houve uma diferenga significativa no
percentual de reducdo em relacéo ao grupo G2 nas semanas 1 a 6, e esta diferenca bastante

acentuada durante as duas primeiras semanas de tratamento (Figura 2).
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Figura 2 — Reducgéo na area da ferida (%) durante as semanas de tratamento. Notar que
ocorreu uma reducao da area da ferida no grupo investigacional e controle durante todas as
semanas de tratamento. Notar também que nas duas primeiras semanas de tratamento o grupo

investigacional apresentou uma reducdo mais significativa quando comparado ao grupo controle.
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A2
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Figura 3 — Morfometria das Ulceras. a) Ferida 1 — G1 avaliacdo inicial; b) Ferida 1 — G1
avaliacdo final; ¢) Ferida 3 — G2 avaliacdo inicial; d) Ferida 3 — G2 avaliacéo final.; e) Ferida 2 —
G1 Avaliacao inicial (imagem a esquerda) e Avaliacao final (a direita), analise da evolucéo da
lesdo pela técnica de decalque (inferior); f) Ferida 4 — G2 Avaliacao inicial (imagem a esquerda)
e Avaliacéo final (a direita), analise da evolucéo da lesdo pela técnica de decalque (inferior). As

areas tracejadas indicam as bordas das lesdes.
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Ao longo da avaliacdo semanal dos participantes foi observado que os tecidos adjacentes

as bordas da leséo apresentaram-se revitalizados e hidratados em ambos os grupos.

Porém, este achado nédo interferiu diretamente no score da escala PUSH, visto que este
nao era um quesito pontuado por ela, mas este fator esta totalmente relacionado com o reparo
tecidual devido a caracteristica da lesdo. A analise dos dados obtidos pela aplicacdo da escala
PUSH evidenciou uma reducéo da média (%) do score da referida escala quando se comparou o
score inicial e final em ambos os grupos (G1 e G2), fato que indicou melhora na evolugéo e reparo
das lesGes analisadas. Porém, nota-se que em G1 a diminuicdo da média (%) do score ja é
observada desde a primeira semana de tratamento Al, enquanto em G2 a reducéo da média (%)

do score aconteceu apenas apos a terceira semana de tratamento A3 (Figura 4).
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Figura 4 — Reducao na area da ferida (%) durante as semanas de tratamento. Notar que a
média (%) do score diminui de forma gradativa com a continuidade do tratamento em ambos 0s
grupos. Notar também que no grupo investigacional esta diminuicdo ocorre desde o inicio do
tratamento, enquanto no grupo controle, esta redug¢do ocorre apenas apos a terceira semana de

tratamento.
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DISCUSSAO

A padronizacao da avaliacdo da lesdo geralmente é um desafio neste tipo de estudo.
Dadas as diferencas de conhecimento entre os profissionais que realizam essa pratica, a
avaliacdo da ferida pode levar a diferentes interpretacdes devido a sua diversidade de natureza,
forma e localizacdo, bem como as proprias percep¢des de cada profissional, a mesma ferida pode
ser avaliada e documentada de forma diferente, o que pode gerar interpretacdes diferentes ou
conflitantes (19-21). Neste projeto a avaliacao foi realizada pelo mesmo pesquisador do inicio ao

fim utilizando ferramentas validadas para minimizar variaveis.

Através da morfometria pela técnica de decalque, observou-se a melhor atuacdo do
produto investigacional quanto a aceleracéo do processo de reparo tecidual que resultou em uma
diminuicdo mais intensa da &area da lesdo evidenciada principalmente nas duas primeiras
semanas de tratamento. Este resultado pode ser atribuido a acéo anti-inflamatéria da propolis,
bem como por sua acgéo direta sobre a proliferacdo de fibroblastos, que estimula a reverséo de
fibrocito para fibroblasto, e, assim propicia a sintese e a deposi¢cdo de fibras colagenas,
melhorando o reparo tecidual e diminuindo o tempo de cicatrizacdo (17-18).

Durante a avaliacdo das feridas, foram levados em conta parametros como a localizagéo
anatdémica, tamanho da lesé&o, cor, tipo de tecido lesado e sua extenséo, presenca de corpos
estranhos, fistulas, tineis, condicdo da pele ao redor e caracteristica do exsudato (22-24). Para
isso, a escala PUSH foi a ferramenta avaliativa que permitiu acompanhar a evolug&o do processo
cicatricial da lesdo, observando-se a reducdo do tamanho da leséo, a quantidade de exsudato e
a aparéncia do leito da ferida analisando o tipo de tecido. Por meio da avaliagdo da evolug&o do
processo cicatricial realizado através da referida escala foi observado que, além de reducéo do
comprimento e da largura da leséo (area), também houve diminui¢cdo da quantidade do exsudato
e melhora do tecido em G1 e G2. Porém, em G2 a reducdo do score da escala (fato que indica
melhora do aspecto da les&o), sé foi observada a partir da terceira semana, enquanto em G1 a
diminuicao do score foi observada desde o inicio do tratamento. Nas duas primeiras semanas a
diminui¢cdo do score ocorreu de forma mais acentuada no G1 e posteriormente continuou tendo
decréscimo, mas, de uma forma mais lenta. Sugere-se que isto possa ter acontecido pela
caracteristica da atuacao do ativo existente no produto investigacional que deve estar atuando

nas fases iniciais do reparo tecidual.

Visto que o tecido desvitalizado e o edema, que sao caracteristicas da patologia estudada
neste projeto, podem favorecer a multiplicacéo bacteriana, o aparecimento da infeccdo e o retardo

da cicatrizacdo, a influéncia que a composi¢cdo quimica da propolis exerce no tecido de
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granulacdo nas feridas dos pacientes pode promover melhora em diversos aspectos encontrados
nesta fase do reparo tecidual, tais como, melhora do odor (das secrecbes) e melhora da
sensibilidade a dor, demonstrando acéo anestésica da propolis, efeitos antimicrobianos e anti-
inflamatérios que permitem uma recuperacdo dos tecidos de forma mais rapida, devido ao
aumento do depdsito de matriz extracelular, que auxilia na cicatrizacdo (25-26). A revitalizacdo
do tecido lesionado observada neste projeto corrobora com outros estudos que também utilizaram
a prépolis no tratamento de feridas, em que durante o processo de avaliagdo de algumas lesdes,
puderam notar que estas possuiam tecido jA& necrosado em sua constituicdo, porém apos a
intervenc@o com o uso da pomada a presenca da necrose foi excluida e o tecido de granulacao
estava apresentando caracteristicas que favorecem o reparo (27). E provavel que a atenuacao
do recrutamento de células por meio da prépolis acelerou a fase proliferativa do processo de cura,
promovendo a transformacao rapida de colageno do tipo Il no tipo | e a modulag&o no processo
inflamatorio, proporcionando maior producdo de fatores de crescimento atuantes na fase

proliferativa de lesGes cutaneas (19, 28-29).

A melhora apresentada nas avaliacdes pelo grupo controle (G2) é justificada pelos
componentes do produto utilizado, que constituem a mesma base do produto investigacional
sendo a lanolina e a vaselina. Estes compostos estdo intimamente relacionados ao fator de
hidratagdo do tecido cutédneo. Estudos demonstram que as feridas abertas com aspectos
desidratados epitelizam-se mais lentamente. InUmeros curativos sdo entdo utilizados para
produzir umidade local, melhorando de 35% a 45% a taxa de reepitelizacdo de feridas profundas,
favorecendo o seu reparo (30). Ainda assim, a pomada contendo propolis apresentou resultados

ainda mais satisfatérios do que o controle.

Vale ainda destacar que a higienizacdo é um fator crucial que colabora para o reparo
tecidual, e como os participantes foram orientados a realiza-la de forma correta e rotineiramente,
este fato contribuiu para a melhora do quadro clinico. O sabonete neutro (insumo utilizado) auxilia
na limpeza e manuteng&o dos microrganismos na area lesada, diminuindo assim, os vetores que

predispde infeccdes e processos inflamatorios no local (27-29).

Ao analisar as dificuldades encontradas, pode-se citar que a caracteristica epidemiolégica
da doenca foi um fator complicante quanto a captacdo de participantes, tendo em vista um
namero reduzido de pacientes quando se compara as demais doencgas que também apresentam
Ulceras cutdneas como sequelas (14), fato que justifica o niumero baixo de participantes
compondo a amostra. Além disso, o projeto contou com diversas adversidades que dificultaram

a busca e participacdo no tratamento, dentre elas a distancia para se ter o atendimento, visto que
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a maioria dos pacientes eram residentes em cidades circunvizinhas ao local do estudo. Muitos
deles necessitavam viajar em média 150 quildmetros para serem tratados. Outro aspecto, foi a
caracteristica social dos participantes. Baseando-se no preenchimento da ficha de avaliacéo,
verificou-se que todos eram de classe média baixa e residiam em zona rural, fato que dependiam
do transporte cedido pela prefeitura para participacdo do projeto. Contudo, como se tratava de
um transporte coletivo, muitos necessitavam ficar um grande periodo no local do estudo,
aguardando todos os dependentes do transporte do municipio que também utilizavam da
conducao para o deslocamento ao ambulatorio de especialidades. O clima da regido também foi
um desafio, durante a busca ativa de participantes, muitos alegaram que devido a necessidade
de acordar muito cedo para o deslocamento até o local do estudo e por conta do frio caracteristico
da regido ndo estariam participando.

Observa-se que as barreiras para a adesdo presente em contextos econémicos e
socioculturais séo diversas e relatadas em diversos estudos, destacando-se as limitagcbes
financeiras, 0 medo da descoberta do diagnéstico, esquecimento, auséncia de compreensédo dos
beneficios do tratamento e dificuldades de acesso ao tratamento; todos pertinentes em paises
em desenvolvimento (15). Apesar das dificuldades, todos os sujeitos incluidos neste estudo
seguiram assiduamente as orientagdes e frequentaram todos os encontros propostos no desenho
do estudo e néo apresentaram efeitos colaterais. Nesta perspectiva, a propolis € sugerida como
produto que favorece a cicatrizacdo, além de sua propriedade antibidtica natural desprovida de
efeitos colaterais, o que ndo acontece com os antibiéticos sintéticos, apresentando também baixo

custo em relacdo as coberturas utilizadas atualmente, tornando-se acessivel a populagéo (16).

CONCLUSAO

A prépolis é uma alternativa segura para o tratamento de lesdes cutédneas derivadas de
sequelas de hanseniase e demais feridas crénicas. Age de forma benéfica no reparo tecidual,
promovendo a diminuicdo da area da lesao, favorecendo a formacéo de um tecido de granulagéo
mais revitalizado e promovendo a diminuicdo do exsudato inflamatério. Sua atuacao é mais
intensa durante a fase inicial do tratamento, influenciando nos eventos celulares e quimicos das

fases inflamatéria e proliferativa do reparo tecidual.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que a utilizacdo da pomada prépolis € segura e favoreceu o reparo tecidual,
evidenciado pela diminuicdo da area da lesdo, formacdo de um tecido de granulacdo mais
revitalizado e diminuicdo do exsudato inflamatério. Foi observado que a pomada teve sua melhor
atividade durante a fase inicial do tratamento, que corresponde as fases inflamatoria e
proliferativa do processo cicatricial. Os dados de quantificacdo das citocinas presentes no
exsudato dos pacientes no inicio e apdés 3 semanas de administracdo da pomada poderdo
elucidar em qual fase ela atua. Sendo assim, se faz necessario um estudo com um maior nimero
de participantes e uma amostra mais homogénea, para se ter maiores caracteristicas da evolugéo

do tratamento.
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pacientes com sequelas da hanseniase.

Objetivos secundarios: Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato de prépolis verde em queratinécitos e
fibroblastos; Investigar o efeito do extrato de prépolis verde na proliferagdo e na migragdo de queratinécitos
e fibroblastos in vitro; Quantificar citocinas pré e anti-inflamatérias presentes no exsudato das ulceras
localizadas em membros inferiores de pacientes com sequelas da hanseniase tratados com pomada
contendo ou ndo o extrato de prépolis verde; Investigar o papel da prépolis verde na fase inflamatéria do
processo cicatricial in vivo; Fotografar as Ulceras destes pacientes semanalmente para acompanhamento da
evolugdo do tratamento; Mensurar as feridas com paquimetro, bem como pela técnica de decalque, a fim de
predizer o potencial cicatrizante da prépolis verde nas ulceras localizadas em membros inferiores destes
pacientes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Todos os produtos a serem avaliados neste estudo foram atestados por seus fabricantes como
sendo seguros para o uso a que se destinam. Entretanto, em virtude das caracteristicas individuais, poderao
ocorrer reagdes ndo esperadas, tais como: alergias, coceira e/ou vermelhiddo. Todos os cuidados para
reduzir, controlar e/ou eliminar estes riscos serdo tomados e o participante de pesquisa sera
constantemente monitorado(a) pelos profissionais da saide do ambulatério (local do estudo), que fardo o
atendimento no caso de qualquer ocorréncia. Durante a aplicagdo da ficha de avaliagédo o participante de
pesquisa podera apresentar algum desconforto emocional. Porém, isso ndo é o esperado.

Beneficios: Com a participagédo nesta pesquisa os participantes contribuirdo para que esse produto seja
analisado e que o seu potencial de cicatrizagao seja investigado, bem como os participantes poderéo se
beneficiar com a evolugéo do tratamento de suas ulceras cutaneas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os dados dos experimentos in vitro serdo expressos como a média + erro padrdo e analisados pelo teste
ANOVA, seguido do poés-teste Bonferroni para comparagédo multipla das médias.Os dados do estudo serdo
registrados em documento-fonte do participante de pesquisa, podendo
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este ser eletrénico ou fisico. Os dados inerentes a pesquisa serdo tabelados e enviados ao estatistico
responsavel. As caracteristicas demograficas, histéria médica e comorbidades, tratamentos prévios e
concomitantes reportados durante a visita de triagem/selecdo serdo sumarizados e irdo considerar os
participantes que receberam pelo menos uma dose dos produtos sob investigagéo (Teste ou Placebo). As
analises primaria e secundaria serdo baseadas em uma populagdo com intengéo de tratar (ITT), composta
portodos os participantes que receberem pelo menos uma dose da medicagdo do estudo. Na comparagao
entre os grupos G1 e G2 usaremos o Teste t para amostras independentes. Todo e qualquer desvio do
plano estatistico original sera descrito e justificado no relatério final do estudo, quando apropriado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendacgoes:
Vide "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o foram observados ébices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

APOS DISCUSSAO EM REUNIAO Ad Referendum DO DIA 05/07/2021, O COLEGIADO DELIBEROU
PELA APROVAGAO DO PROJETO DE PESQUISAS. SENDO OBRIGATORIO O ENVIO DE RELATORIOS
DE SEIS EM SEIS MESES E APOS A CONCLUSAO DO PROJETO E OBRIGATORIO O ENVIO DO
RELATORIO FINAL PARA ENCERRAMENTO DO PROJETO.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacado
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1773049.pdf 14:32:51
Outros Carta_resposta.pdf 01/07/2021 |CRISTIANO DA Aceito

14:31:59 |ROSA
Outros Informacao_sobre_deslocamento_do_pal] 01/07/2021 | CRISTIANO DA Aceito
ciente.pdf 14:29:36 | ROSA
Cronograma CRONOGRAMA_versao2.pdf 01/07/2021 |CRISTIANO DA Aceito
14:28:26 | ROSA
Projeto Detalhado / |PROJETO_BROCHURA_versao2.pdf 01/07/2021 |CRISTIANO DA Aceito
Brochura 14:27:36 | ROSA
Investigador
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Outros Equipe_do_Projeto_Propolis_Hansenias| 11/06/2021 |CRISTIANO DA Aceito
e.pdf 17:01:29 |ROSA
TCLE / Termos de [ TCLE.pdf 11/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
Assentimento / 15:09:36 |ROSA
Justificativa de
Auséncia
Outros TERMO_DE_CONFIDENCIALIDADE.pd| 10/06/2021 |CRISTIANO DA Aceito
f 21:42:47 |ROSA
Projeto Detalhado / |Projeto_brochura.pdf 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
Brochura 21:04:02 |[ROSA
Investigador,
Outros TERMO_DE_AUTORIZACAO_DE_USO| 10/06/2021 |CRISTIANO DA Aceito
DE _IMAGEM.pdf 21:02:28 |ROSA
Outros Formula_do_produto_investigacional.pdfl| 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
21:01:34 |ROSA
Outros Formula_do_produto_controle_placebo. | 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
pdf 21:00:44 |ROSA
Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada.pdf 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
20:59:19  |ROSA
Outros FICHA_DE_AVALIACAO.pdf 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
20:58:32 | ROSA
Outros ESCALA_PUSH.pdf 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
20:55:34 |ROSA
Outros Carta_qualidade_tecnica_do_produto_in| 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
vestigacional.pdf 20:53:45 |ROSA
Declaragao de Carta_de_autorizacao_Humanitas.pdf 10/06/2021 |CRISTIANO DA Aceito
Instituicéo e 20:37:03 |ROSA
Infraestrutura
Cronograma CRONOGRAMA .pdf 10/06/2021 | CRISTIANO DA Aceito
20:33:01 |ROSA
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