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Mire veja: o mais imporiante e
vonito, do mundo, é isto: que as
pessodas ndo estdo sempre iJuars,
elas ndo foram terminadas - mas
que elas vio sempre mudando."
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RESUMO

7z

Aderéncia intraperitoneal é a principal causa de complicacdes pos-
operatorias, como dor crbnica, isquemia, obstrucdo intestinal e infertilidade. A
propolis, um composto produzido por abelhas, tem mostrado possuir multiplas
acdes no reparo tecidual. Utilizando um modelo de aderéncia intraperitoneal
induzido por implantes de esponja em camundongos Swiss, n0s observamos que
o tratamento sistémico com a prépolis verde (500mg/kg/dia) diminuiu a taxa de
difusdo intraperitoneal da fluoresceina sddica, sinalizando uma reducgéo da
permeabilidade vascular. Além disso, a prépolis diminuiu a angiogénese,
determinada pela regulagdo no conteido de hemoglobina, e a fibrose, por
diminuir os niveis de TGF-B1 e de deposi¢cao de colageno. Por outro lado, o
tratamento aumentou a atividade de enzimas inflamatorias (mieloperoxidase e
N-acetil-B-D-glicosaminidase) e os niveis de TNF-a. De maneira importante, o
tratamento com propolis foi capaz de ativar tanto o perfil classico de macréfagos
quanto o alternativo, embora a ativagcdo esteja mais expressiva para M1. A
expressdo de iINOS estava aumentada em aproximadamente 23 vezes e em 7
vezes para IFN-y. Um aumento na expressao génica de FIZZ1 e YM1 no tecido
de aderéncia também foi detectado apds o tratamento com propolis. Estas
observacdes mostraram pela primeira vez o efeito atenuante da propolis em
aderéncia em camundongos e revelaram mecanismos de acao importantes do
composto (regulacdo dos componentes angiogénicos e ativacdo das vias de

macrofagos murinos).

Paravras-chave: extrato agquoso da propolis, citocinas, ativacdo de

macrofagos, fibrose.



ABSTRACT

Intraperitoneal adhesion formation is the major cause of postoperative
complications, such as chronic pain, ischemia, bowel obstruction, and infertility.
Propolis, a wax bee product has been shown to exhibit multiple actions on tissue
repair. Using a model of implant-induced intraperitoneal adhesion in Swiss mice,
we showed that systemic treatment with propolis (500/mg/kg/day) was able to
decrease intraperitoneal diffusion rate of sodium fluorescein an effect decreasing
vascular permeability. In addition, propolis was shown to down regulate
angiogenesis (as determined by hemoglobin content) and fibrosis by decreasing
the levels of TGF-B1 and collagen deposition in the adhesion induced by the
synthetic implants. Conversely, the treatment up-regulated inflammatory enzyme
activities (myeloperoxidase and n-acethyl-B-D-glucosaminidase) and TNF-a
levels. Most importantly, propolis treatment was able to activate both the classical
and alternative macrophage pathways, although it was more expressive in M1
macrophages. Approximately 23 fold increase in INOS and 7 fold increase in IFN-
v was observed. Increase in gene expression of FIZZ1 and YML1 in the adhesion
tissue was also detected after propolis treatment. These observations show for
the first time the effects of propolis attenuating adhesion in mice and disclose
important mechanisms of actions of the compound (down regulation of

angiogenic components and activation of murine macrophage pathways).

Key words: Water extract propolis, cytokines, macrophage activation,

fibrosis
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1. INTRODUCAO

1.1 A Cavidade Abdominal

O peritbnio representa uma membrana serosa de origem mesodérmica,
gue consiste de uma monocamada continua de células mesoteliais ancoradas a
membrana basal. O tecido conjuntivo subjacente consiste principalmente de
fibras colagenas frouxas, incluindo fibroblastos, vasos sanguineos e linfaticos,
bem como fibras nervosas (Bittinger, 1997). Medindo cerca de 2 m? em adultos,
o peritbnio constitui a maior superficie serosa do corpo humano (Thors &
Drukker, 1997). Classicamente, sdo atribuidas trés funcbes principais ao
mesotélio: 1) prover uma barreira anatdmica de protecao; 2) interface de nao
friccdo para o movimento dos 6rgaos e tecidos, e 3) estar envolvido na formacao
e movimentacao do fluido abdominal (Runyon, 1995; Carter et al, 1997).

O peritdnio pode ser considerado uma membrana semipermeavel
bidirecionalmente com alta capacidade absortiva (Robinson, 1962). Dentro da
cavidade peritoneal encontra-se, em condi¢cdes normais, menos que 100 mL de
um fluido que facilita a funcdo normal do trato gastrointestinal e da bexiga, além
de ter funcdo importante no trato genital feminino sobre a mobilidade das
trompas de falépio e na captacao do odcito. Em individuos normais, este fluido
€ caracterizado por um baixo conteudo celular e proteico e sua quantidade pode
aumentar e a composicdo ser alterada consideravelmente em diferentes
condicbes patologicas (Beelen, 1991), além de apresentar propriedades

bactericidas e bacteriostéaticas.
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Introducdo

Na cavidade peritoneal, a ativacdo do sistema complemento leva a
amplificacdo da resposta inflamatéria e a eliminacdo dos agentes patogénicos
(Melichar & Freedman, 2002). As células inflamatdrias e imunes que residem ou
migram para dentro da cavidade peritoneal, as células mesoteliais do peritbnio
visceral e parietal, os fibroblastos que residem no tecido submesotelial e seus
produtos de secrecdo sdo a chave na regulacdo da resposta peritoneal a
infeccdo, inflamacgé&o ou injaria celular ou tecidual (Raftery, 1979; Topley et al,
1995; Holmdhal & Ivarsson, 1999). A inducdo de uma resposta inflamatoria
devido a infiltracdo de neutroéfilos e mondcitos vindos da circulacao periférica
uma importante caracteristica de uma reparacao tecidual normal (Clark, 1996).
Estes mondcitos tornam-se ativados e diferenciam-se em macréfagos os quais
sdo as principais fontes de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e
proteases (Blobe et al., 2000).

A identidade e a precisa natureza das moléculas que estédo envolvidas no
processo de reparo peritoneal ndo sdo ainda conhecidas. No entanto, evidéncias
no estudo da lesdo e do fluido peritoneal durante o reparo e a analogia com a
cicatrizacdo cutanea levam a hipétese de que a expresséao local de fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, proteases, moléculas de adesdo e matriz

extracelular, tem um papel critico nestes eventos (Chegini, 2002).

1.1.1 Células mesoteliais

Em contraste com conceitos prévios de que as ceélulas mesoteliais
meramente criam uma simples e passiva barreira, o papel ativo dessas células
em funcdes fisiolégicas bem como em processos patologicos do peritbnio hoje

em dia é totalmente aceito.
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Introducdo

As células mesoteliais sintetizam quantidades substanciais de
fosfatidilcolina, fazendo com que o peritbnio permita um deslizamento com
menos atrito dos 6rgaos intraperitoneais. Estas células também séo capazes de
expressar uma variedade de moléculas de superficie como a molécula de
adesao intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo vascular (VCAM-1), ambas
responsaveis por recrutamento e ativacdo de granulécitos e linfécitos apdés um
estimulo. Dessa forma, as células mesoteliais tem um papel ativo no
recrutamento de células inflamatérias apdés danos ao peritbnio e durante
inflamacéao peritoneal (Bittinger, et al., 1998). As células mesoteliais ativadas séo
capazes de sintetizar mediadores biologicamente ativos, incluindo mediadores
pré e anti-inflamatorios, tais como prostaglandinas, quimiocinas, 6xido nitrico,
fatores de crescimento, ativador de plasminogénio tecidual (tPA), e inibidor do
ativador de plasminogénio (Yao, et al., 2003). Além disso, as células mesoteliais
criam uma superficie antitromboética e possuem atividade fibrinolitica (Merlo, et
al., 1980; Van Hinsbergh et.al., 1990). Em resumo, estas células estédo
importantemente envolvidas em cicatrizacdo de feridas e na regulacdo de

processos inflamatorios.

1.2 Aderéncias intraperitoneais

Aderéncias constituem as principais complicacbes da cicatrizacéo
peritoneal depois de cirurgia, infeccdo ou introducdo de material estranho no
abdémen (Ellis, 1997). Se desenvolvem em quase todos 0s pacientes que
sofrem cirurgia abdominal (Luijendijk et al., 1996), e tem sido sugerido que as
mesmas podem ser a principal fonte de dor abdominal e pélvica pos operatdria

(Kresch et al., 1984; Trimbos et al., 1990; Stout et al., 1991), constituindo um
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Introducdo

problema importante, com grande impacto na qualidade de vida de milhdes de
pessoas em todo o mundo. As aderéncias sdo formadas na maioria dos
pacientes (83%) submetidos a laparotomia e exibem caracteristicas de
cicatrizacdo anormal tais como depressdao do sistema fibrinolitico,
superproducdo de componentes da matriz extracelular (colageno), ativacéo
persistente da inflamacgéao e angiogénese (Menzies & Ellis, 1990; Epstein et al.,
2006). Outros processos inflamatorios crénicos como artrite reumatoide, doenca
de Crohn e psoriase, dividem as mesmas caracteristicas anormais de
cicatrizacdo (Podolsky, 2002).

As aderéncias intraperitoneais sdo bandas de tecido fibroso dentro da
cavidade abdominal como consequéncia de uma inflamacdo ou manipulacao
cirdrgica. Em cirurgias abdominais e ginecolégicas, a formacédo de aderéncias
ainda € a principal causa de complicacdes pos-operatdrias, como dor pélvica
cronica, obstrucdo intestinal, infertilidade e pode levar até mesmo a morte
(Cheong, 2001; Liakakos, 2001). Embora as aderéncias sejam reconhecidas
como consequéncia de cirurgias, pacientes com inflamacdo pélvica ou
endometriose também podem desenvolvé-las. Além disso, a presenca de
aderéncias pode aumentar o tempo da operacgéao e o risco de complicacdes intra-
operatdrias como sangramento ou lesGes a 6rgdos abdominais (Rajab, et al.,
2010; Coleman, et al., 2000; Van Der Krabben, et al., 2000).

O trauma peritoneal resulta em dano mesotelial, desencadeando uma
resposta inflamatoria local. As células mesoteliais se desprendem da membrana
basal, criando areas desnudas, e desencadeando a producdo de um amplo
espectro de proteinas biologicamente ativas e de exsudato rico em proteinas. O

exsudado peritoneal contém altas concentracdes de fibrinogénio assim, a
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Introducdo

ativacdo da cascata de coagulacdo na cavidade peritoneal resultando na
formacdo de trombina, ira ativar a transformacédo do fibrinogénio em fibrina.
Devido a ativacéao do sistema fibrinolitico, qualquer depdsito intra-abdominal de
fibrina pode sofrer lise. Entretanto, apds cirurgia abdominal e/ou infeccao, o
equilibrio entre coagulacéo e fibrindlise é afetado em favor do sistema de
coagulacado (Holmdahl et al., 1996). Desse modo, a fibrina forma depdsitos que
servirdo de matriz para a proliferacdo de tecido fibro-colagenoso e, portanto,

levando a formacé&o de aderéncias.

1.2.1 Inflamagdo, angiogénese e fibrose

De uma maneira geral, danos tissulares de qualquer natureza (fisica,
quimica ou biolégica) desencadeiam de imediato uma série de eventos
inflamatérios que de forma simplista se traduzem como rubor, tumor, calor e dor.
Esses sinais resultam da ativacéo de células nervosas, estromais, vasculares e
circulatorias por estimulos fisicos ou por sinalizagdo e por acdo de mediadores
inflamatorios pré-formados (Kumar et al., 2005).

Modificagbes na microcirculagdo, tais como os fendmenos angiogénicos,
a migracao de leucdcitos através do leito vascular e a liberacdo de moléculas
sollveis nos tecidos danificados séo as principais caracteristicas da inflamacéo.
A inflamacgéo classificada como aguda é uma resposta imediata e precoce a um
agente agressor nocivo e faz parte de uma imunidade inata induzida e de curta
duragdo (horas ou um a dois dias). E caracterizada por alteracdo da
permeabilidade vascular com exsudacéo de liquidos e proteinas plasmaticas

(edema), liberacdo de mediadores inflamatorios e migracdo de leucécitos
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Introducdo

polimorfonucleares (PMN) para o sitio da lesdo. Uma vez que o agente agressor
€ contido, ocorrera diminuicdo da resposta inflamatéria e a reparacao tissular.
Caso contrario, havera um recrutamento continuo e ativacdo de células
mononucleares, levando a cronicidade do processo (Wahl et al., 1992; Kubes,
2002). A fase crbnica pode ser caracterizada como de duracdo prolongada
(semanas a meses) na qual se observa presenca de linfocitos e macréfagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e destruicdo tecidual. A ativacéo
continua de células mononucleares provoca um aumento da producdo e
secrecdo de citocinas inflamatorias, as quais amplificam e perpetuam a resposta
a lesdo (Kubes, 2002). Os fibroblastos, em cooperacdo com as células
inflamatorias, anteriormente ativadas, serdo 0s protagonistas da fibroplasia
(producéo de colageno pelos fibroblastos) e deposicao de matriz extracelular
(Singer & Clark, 1999).

Os macroéfagos podem ser subdivididos em M1 e M2 com relagédo ao seu
perfil metabodlico e funcional (Mills et al., 2000). Nos macrofagos M1, o
metabolismo da arginina € caracterizado por alta expressdo da enzima NO-
sintase (INOS), com consequente producdo de niveis elevados de 6xido nitrico
(NO) em resposta aos lipopolissacarideos (LPS) ou interferon-y (INF-y). Nos
macréfagos denominados M2, a via da arginase, com geracdo de ornitina e
poliaminas, é predominante (Gordon e Taylor, 2005).

Mediadores diferentes podem estimular os macrofagos a expressarem
dois fendtipos funcionais distintos. Lipopolissacarideo (LPS) e interferon gama
(IFN-y) estimulam um perfil classico ou M1 nos macrofagos (Mosser & Edwards
2008; Gordon 2003), enquanto as interleucinas 4 (IL-4) e 13 (IL-13) estimulam

um perfil de macrofagos alternativamente ativados ou M2 (Gordon 2003).
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Introducdo

Macrofagos M1 exibem propriedades antimicrobianas pela liberacdo de
mediadores inflamatorios como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido
nitrico (NO), e IL-6. Macrofagos M2 suprimem respostas imunes adaptativas e
reacOes inflamatdrias e tem um papel importante na cicatrizagdo de feridas e
angiogénese, podendo também estar envolvidos em diferentes doengas, como
asma, alergia e fibrose (Duffield 2003). A ativacdo de cada um dos fendtipos leva
a um perfil de producao de citocinas e expresséo génica diferente, onde o gene
para a enzima iINOS, produtora de Oxido nitrico, estd mais expresso em
macrofagos M1 e os genes FIZZ1 e YM1 sdo marcadores para macréfagos M2.
O gene para a citocina inflamatoria IFN-y também é utilizado como um marcador
para macrofagos M1, por estar envolvido no direcionamento para a via classica
de ativacdo destas células (Gordon, 2003).

Uma vez ativados, os macrofagos sao capazes de produzir moléculas
moduladoras que podem influenciar as células endoteliais bem como
apresentarem uma acao autécrina. Dentre elas estdo fatores de crescimento,
como o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e o fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), citocinas pro-inflamatérias como TNF-
o e quimiocinas. Esses mediadores tem funcdo de atrair mais células
inflamatorias, endoteliais, fibroblastos e células musculares lisas para o local da
lesdo. Os linfécitos aparecem na regido lesada em uma fase mais tardia, mas
ndo sao consideradas as principais células envolvidas na cicatrizacdo
(Diegelmann et al., 1981). E interessante ressaltar que os leucocitos, além de
induzir a angiogénese, permitindo o recrutamento de mais células inflamatarias,

também exercem importante papel na modulagdo do crescimento de novos
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vasos sanguineos por produzirem fatores pré e anti-angiogénicos (McCourt et
al., 1999; Crowther et al., 2001; Lingen, 2001; Benelli et al., 2002).

Devido a alta atividade metabdlica no sitio inflamatério, ha uma crescente
demanda de oxigénio e nutrientes. Fatores locais do microambiente como o
baixo pH, a reducéo da tensdo de oxigénio e 0 aumento dos niveis de lactato,
efetivamente, iniciam a liberacdo de fatores necessarios para estimular o
surgimento de novo suprimento sanguineo (Knighton et al., 1983; Lavan et al.,
1990). A angiogénese ou neovascularizacdo € definida como o processo de
formacao de novos vasos sanguineos a partir de pequenos vasos pré-existentes,
sendo regulado por diversos fatores ativadores angiogénicos, incluindo o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento basico de
fibroblastos (bFGF) e TGF- (Fachinger et al., 1999; Yancopoulos et al., 2000).
Estes fatores sdo produzidos por células epidérmicas, fibroblastos, macréfagos
e células endoteliais e interagem com glicosaminoglicanos e proteoglicanos,
presentes na matriz extracelular, na lamina basal e em receptores de superficie
celular, regulando o crescimento, a proliferacdo, a migracao, a diferenciacéo e a
sobrevivéncia das células endoteliais (Solimente et al., 1999; Chipperfield et al.,
2002). A baixa tensédo de oxigénio também estimula a expressdo de um fator
nuclear de transcricdo denominado fator induzido por hipéxia (HIF) pelas células
do endotélio vascular (Gerber, 1997). O HIF, por sua vez, regula a expressao de
VEGF o qual estimula a angiogénese. Desequilibrios, entre o suprimento de
oxigénio e a demanda metabdlica das células podem resultar em inducéo da
angiogénese em diferentes tecidos (Agocha et al., 1997). E possivel perceber

uma sincronia e sinergismo entre inflamacéo e angiogénese em uma variedade
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de condicbes patoldgicas, atuando de forma concomitante para a manutencao
da doenca.

Com a evolucdo da inflamacdo para a fase proliferativa, os fatores de
crescimento mais importantes que iniciardo a resposta cicatricial sdo o PDGF e
o TGF-B (Kim et al., 1998). O TGF-B liberado pelas plaquetas, macrofagos e
linfécitos, torna-se um sinalizador critico, mestre das funcdes dos fibroblastos
(Roberts & Sporn 1993) e tem um efeito triplo na deposicdo da matriz
extracelular. Primeiro, ele aumenta a transcricdo de genes para o colageno,
proteoglicanos e fibronectina aumentando desta forma a producado de proteinas
da matriz. Segundo, o TGF-B diminui a secregao de proteases responsaveis pela
degradacdo da matriz e finalmente estimula a producéo do inibidor de proteases
e do inibidor tecidual de metaloproteases (TIMP) (Hall et al., 2003). O fibroblasto
€ uma célula de origem mesenquimal responsavel por produzir uma nova matriz
necessaria para restauracdo estrutural e funcional do tecido lesado. Os
fibroblastos aderem a matriz proviséria de fibrina e iniciam a producdo de
colageno (Clark, 2001). O colageno depositado inicialmente € mais fino que o
colageno de um tecido sem leséo e esta orientado verticalmente. Com o passar
do tempo, o colageno inicial é reabsorvido e um colageno mais grosso €
depositado e organizado paralelamente as linhas de tensdo. Essas alteracfes
sdo acompanhadas também por um aumento da forca tensil da cicatriz indicando
uma correlacdo positiva com a espessura do colageno/orientacao e forca tensil.
E importante ressaltar que nenhuma das fases do processo de cicatrizagio ou
formacdo de aderéncias, incluindo inflamacédo, reparo e remodelamento,
correspondem a um periodo definido e todas elas se sobrepdem em parte no

tempo e espaco (Eming et al., 2007).
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A fibrose, é definida como uma deposicao excessiva de componentes da
matriz que resulta em alteragdo da arquitetura normal do tecido e
comprometimento da funcéo tecidual e parece seguir uma via similar a da
cicatrizacdo de feridas. Contudo, em muitos casos ha a progresséao cronica da
doenca, culminando em uma deposi¢cao exacerbada de componentes da matriz
extracelular pela persiséncia do estimulo lesivo. A fibrose parece ser
determinada por trés fatores: 1) estimulo continuo; 2) sintese excessiva de
colageno e outros componentes da matriz extracelular e, 3) reducéo da atividade
de proteases (Mohammed et al., 2003).

Muitas doencas fibroticas crbénicas, apesar de diferencas etioldgicas e
clinicas, ttm em comum um agente persistente que sustenta a producdo de
fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos e citocinas
fibrogénicas, os quais estimulam a deposicdo de matriz remodelando e

destruindo progressivamente a arquitetura normal do orgdo (Wynn, 2008).

1.2.2 Fisiopatologia da formagdo de aderéncia peritoneal

Estudos pioneiros sugeriram que as aderéncias funcionavam como
pontes vasculares entre 6rgdos saudaveis e areas com tecidos isquémicos (Ellis,
1962). Mais recentemente, estudos morfofuncionais tém revelado varios
componentes bioguimicos, histolégicos e moleculares destes tecidos.

A patogénese da aderéncia envolve trés importantes processos induzidos
pelo trauma ao peritdnio: (1) inibicdo do sistema fibrinolitico e de degradacéo da
matriz extracelular (MEC) (Holmdahl et al., 1998; Ivarsson et al., 1998); (2) incita
a resposta inflamatéria com producao de citocinas, principalmente TGF-, um

regulador chave da fibrose (Holmdahl et al., 2001; Chegini et al., 2001; Cheong
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et al., 2003), e (3) também induz a hipdxia tecidual como resultado da interrupgéo
do suprimento sanguineo para as ceélulas mesoteliais e fibroblastos
submesoteliais, levando ao aumento da expressdo de HIF-a e VEGF,
responsavel pela producéo de colageno e angiogénese (Segura et al., 2007).
No inicio da lesé@o peritoneal, uma cascata de eventos € ativada e esta
lesdo é invadida por varios elementos celulares, incluindo células mesoteliais,
plaguetas, leucécitos PMN e macréfagos. A primeira etapa compreende 0s
processos de homeostasia e resposta inflamatoéria aguda. A lesdo do endotélio
estimula a acao plaquetaria, que libera citocinas para o reparo tecidual e ativam
a cascata de coagulacédo. ApGs a homeostasia ser atingida com a formacao do
trombo, ocorre a migracdo de PMN. Quanto maior for o nimero de PMN, maior
sera a producao de citocinas e fatores de crescimento que, através da ativacao
de receptores especificos, irA ativar a neovascularizacdo e a migracao e
proliferacédo de fibroblastos. Juntos, estes processos coordenam a deposi¢éo de
fibrina que ocorre desde o inicio da lesdo. O depdsito de fibrina formado,
associado com as células inflamatorias representam uma superficie adesiva, a
qual pode ser degradada pelas propriedades fibrinoliticas das células mesoteliais
sob condicBes normais ou em casos de lesdes limitadas (Kuijper, et al., 1997).
Entretanto, lesdes extensas, isquemia local e auséncia de uma atividade
fibrinolitica adequada do mesotélio ap6s um trauma peritoneal levam a um
desequilibrio no balanco fibrinolitico em favor da formacdo de coagulos de
fibrina. (diZerega, 2000; Hellebrekers, et al., 2005; Scott-Coombes, et al., 1995;
Wiseman, et al., 1998). Como consequéncia, a inibicdo da fibrindlise favorece a
predominancia de superficie pré-adesiva e, assim, algas intestinais vizinhas ou

a parede pélvica e abdominal podem aderir, gerando uma ponte de fibrina entre
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os tecidos proximos (Buckman, et al., 1976; Holmdahl, 1999). Sob a acéo de
varias citocinas estas bandas de fibrina séo transformadas em tecido de
granulacdo, com crescimento de capilares e influxo de fibroblastos, sendo
subsequentemente convertido em um tecido permanente, colagenoso e
altamente organizado contendo fibras nervosas e vasos (diZerega, & Campeau,
2001; Diamond, et al., 2005; Thaler, et al., 2005).

Normalmente, a atividade do ativador de plasminogénio (PA), presente
nas células mesoteliais e fibroblastos submesoteliais, degradam a massa de
fibrina, resultando em cicatrizacao da superficie peritoneal (dentro de 3 a 5 dias)
sem formar aderéncia. Entretanto, se os niveis de PA estdo diminuidos, a massa
de fibrina persiste e os fibroblastos subjacentes migram para o tecido fibrinoso
neoformado e depositam matriz extracelular, incluindo colageno e fibronectina,
levando a formacdo de aderéncias. Ao longo do tempo, a aderéncia pode
fornecer uma estrutura para o crescimento vascular durante o processo de
angiogénese. (Cheong et al., 2001; diZerega & Campeau, 2001; Alpay et al.,
2008)

A formacao de aderéncias, como todo processo de reparo e cicatrizacao,
€ dependente de angiogénese, tendo como maiores estimulos os tecidos
isquémicos, processos inflamatérios, fatores de crescimento e citocinas como
VEGF e TNF-qa, e quimiocinas. A angiogénese fornece nutrientes e O2 para o
tecido de granulagdo, além de facilitar a migracdo de células inflamatorias. O
infiltrado inflamatdrio por sua vez, proporciona um aumento das substancias pré-
inflamatorias, pro-angiogénicas e pro-fibrogénicas estimulando ainda mais o
crescimento vascular, favorecendo a formagédo de aderéncias (Molinas et al.,

2006).
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Estudos tém demonstrado que durante a fase aguda da resposta

inflamatoria, as células mesoteliais e macrofagos peritoneais produzem uma
variedade de citocinas, incluindo TGF-1, TNF-a, interleucina-1 (IL-1) e IL-6.

Estas citocinas pro-inflamatorias, individualmente e sinergicamente, estimulam a
producao do inibidor do ativador de plasminogénio-um (PAI-1) e reduz a sintese
do ativador de plasminogénio tecidual (tPA) pelas células mesoteliais humanas
(Cheong, et al., 2001; Haney 2000; Gorvy et al., 2005; Whawell & Thompson,
1995). O TGF-B ndo somente interage com o sistema fibrinolitico e com a MEC,
como também com muitos outros mediadores celulares envolvidos no processo

de formacé&o das aderéncias. A superexpressao deste fator de crescimento pelo
peritbneo, bem como um aumento da concentracdo de TGF-3 no fluido

peritoneal, tem sido associada com o aumento da incidéncia de formacéo das
aderéncias, tanto em humanos como em animais (Chegini et al., 1997; Ghellai
et al., 2000).

Vérias linhas de evidéncia tém demonstrado que a hipoxia tecidual
peritoneal tem um papel importante na formacao das aderéncias (Bourdel et al.,
2007; Molinas et al., 2001; Saed et al., 2005; Matsuzaki et al., 2007). A hipdxia
modula negativamente as vias envolvidas na formacdo de aderéncias,
diminuindo tPA e aumentando a expressao de PAI em fibroblastos peritoneais
humanos in vitro (Saed et al., 2003) e in vivo (Matsuzaki et al., 2007). Assim,
diminui os niveis de plasmina e inibe a lise de fibrina, 0 que aumenta a formacgéao
das aderéncias. Além disso, também induz proliferagdo enquanto inibe apoptose
em fibroblastos presentes na aderéncia, e aumenta a producao de VEGF através
da ativagéo de HIF-o. em células mesoteliais humanas (Wiczyk et al., 1998) e em
aderéncias animais (Molinas, 2003).
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Estratégias terapéuticas unicas tém falhado em prevenir completamente
a formacédo de aderéncias intraperitoneais devido a natureza multifatorial da
patogénese da aderéncia (Diamond et al.,, 2010). Como estas etiologias
multifatoriais agem independentes e sinergicamente, € imperativo tratar

simultaneamente as principais alteracdes moleculares, incluindo reducéo de tPA
e o aumento de TGF-3 e HIF-a, para que qualquer estratégia terapéutica seja

bem sucedida. Ainda assim, as abordagens atuais preventivas para reduzir o
trauma cirdrgico, ou o uso de barreiras fisicas, administracdo de agentes
farmacoldgicos Unicos ou terapia génica falharam em alcancar resultados
satisfatorios. Portanto, a atenuag¢do ou inibicdo de um ou mais componentes
envolvidos nesses processos responsaveis pela formacéo de fibrose peritoneal,
representa um ponto chave no desenvolvimento de estratégias para prevenir a

formacao de aderéncia intraperitoneal.

1.3 Modelo de aderéncia induzida por implantes de esponja

O modelo de implante subcutaneo de matrizes sintéticas (esponjas) em
animais foi descrito inicialmente por Grindlay & Waugh (1951) e modificado por
Andrade et al., em 1987. A implantacdo de esponjas induz uma deposi¢ao de
matriz conjuntiva, neoformacdo vascular e infiltracdo leucocitaria. Assim,
processos naturais como a cicatrizagcdo podem ser mimetizados utilizando-se
esse modelo. Outros fatores como desnutricdo, doencas inflamatorias
sistémicas, diabetes e tumores ja mostraram afetar o processo de reparo neste
e em outros modelos (Andrade et al., 1987; Teixeira et al., 1999; Bradshaw et
al., 2001; Ferreira et al., 2004, Belo et al., 2005; Campos et al., 2006). O modelo
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também permite o estudo temporal do infiltrado inflamatorio, a analise bioquimica
dos fluidos coletados, os efeitos de drogas sobre o processo, além de estudos
histologicos e morfométricos (Andrade et al., 1987; Bailey, 1988; Barcelos et al.,
2004). Utilizando-se essa abordagem metodologica, tem sido possivel
caracterizar varios componentes envolvidos na neoformacéao vascular bem como
sua associacdo com eventos inflamatorios (recrutamento e ativacdo de
leucdcitos). A avaliacdo do desenvolvimento de estruturas vasculares na esponja
pode ser feita a partir da estimativa do desenvolvimento do fluxo sanguineo
utilizando-se marcador radioativo ou fluorescente (Andrade et al., 1987) ou a
partir da dosagem do conteudo de hemoglobina (indice indireto de
vascularizacdo) (Plunkett & Hailey et al., 1990). A analise histolégica associada
a estudos imunohistoquimicos e morfométricos apresenta-se também, como
aliada importante para a avaliacdo da angiogénese. Estudos realizados em
nosso laboratdrio mostraram que a implantacédo cirdrgica de matriz esponjosa na
cavidade peritoneal também induz intensa aderéncia de varios 6rgdos da
cavidade peritoneal ao implante (particularmente figado e intestino). A analise do
tecido que infiltrou a matriz esponjosa revelou intensa atividade angiogénica,
inflamatoria e fibrogénica, além de ter sido detectada neste tecido fibrovascular,
a producdo de fatores angiogénicos e citocinas inflamatdrias (Mendes et

al.2007).

1.4 Propolis

A prépolis é um material resinoso produzido por abelhas a partir de

substancias coletadas de diversas partes da planta como botdes de flores e
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brotos, folhas e cascas. Estas substéncias resinosas s&o misturadas com
enzimas presente na saliva das abelhas, como a B-glicosidase, e sé&o
parcialmente digeridas e adicionadas a cera de abelha para formar o produto
final (Umthong et al., 2011). A coloracdo pode variar de verde, vermelho até o
marrom escuro dependendo do tipo de planta utilizada pela abelha para extrair
a prépolis (Burdock, 1998).

A prépolis verde do Brasil, originaria da regido central do pais, € produzida
por abelhas da espécie Apis mellifera e abundante em acidos cafeoilquinicos e
em derivados do acido prenilado cinamico, sendo formada a partir da coleta de
extratos de Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como alecrim-do-
campo (Banskota, 2001).

A palavra propolis é derivada do grego onde pro significa “em defesa de”
e polis “cidade”, isto é, em defesa da cidade ou da colméia (Marcucci, 1996).
Verdadeiramente, as abelhas usam esta substancia para proteger a colméia
contra insetos e microrganismos, empregando-a no reparo de frestas ou danos
a colmeia (isolamento térmico e contra inimigos), no preparo de locais assépticos
para a postura da abelha rainha e na mumificacdo de insetos invasores.
Costuma-se encontrar na colmeia pequenos animais ou parte deles envoltos em
propolis, em perfeito estado de conservacao (Marcucci, 1996), j& que a prépolis
€ também atribuida acdo antimicrobiana, o que impede a decomposi¢cdo do
cadaver (Park et al., 1998), sendo considerada uma verdadeira arma quimica
contra microorganismos patogénicos (Falcéo et al., 2010).

Ao longo da historia, o homem aprendeu a utilizar os produtos naturais na
medicina. Das varias formas de utilizacdo destacam-se as plantas brutas (ex.

ervas) além das tradicionais preparacfes galénicas (extratos). A prépolis € um
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dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela humanidade e seu
uso data de pelo menos 300 a.C. Foi utilizada como remédio na medicina local
e popular em muitas partes do mundo. Egipcios, gregos e romanos relataram o
uso da prépolis por suas qualidades medicinais e pela cura de lesdes na pele.
Os egipcios também utilizavam este composto para embalsamar os mortos
(Ghisalberti, 1979). Os gregos, entre os quais Hipdcrates, a adotaram como
cicatrizante interno e externo. Plinio, historiador romano, refere-se a propolis
como medicamento capaz de reduzir inchacos e aliviar dores, enquanto a elite
feminina da época utilizava esta substancia no alivio da sindrome pré-menstrual
e de célicas. Para médicos europeus dos séculos XVI em diante, particularmente
russos e poloneses, a propolis encontrou emprego como antibacteriano,
tuberculostatico e agente dermatolégico antieczematoso e antiacne. Na
odontologia, a propolis era empregada no tratamento de abscesso e gengivas
hemorragicas, bem como nos casos de candidiases bucais e halitoses. A
prépolis também é encontrada nos receituarios chineses antigos como
medicamento ativo contra moléstias coronarias e hipertensdo (supondo-se
atividade hipolipémica) e disfun¢des hematolédgicas (Nothenberg, 1997). Seu uso
ainda continua nos dias de hoje em remédios e produtos pessoais, como
cosmeéticos, e também como conservantes de alimentos (Umthong, 2011).

Mais de 300 substancias ja foram identificadas a partir de diferentes
amostras de propolis como flavondides, acidos fendlicos, acidos aromaticos,
acidos diterpénicos, constituindo as principais substancias responsaveis pelas
atividades biolégicas da propolis (Bankova 2005). A composicdo deste produto
resinoso, suas propriedades fisico-quimicas, atividades biolégicas e uso

terapéutico, dependem da vegetacdo onde as colmeias estdo localizadas, do
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clima e da variedade da rainha (Quiroga et al., 2006). Apesar das diferencas nas
composi¢cdes, muitas amostras de propolis dividem uma consideravel
similaridade na composicado quimica de forma geral: 50% resina, 30% cera,10%
Oleos essenciais, 5% polen e 5% de outros componentes organicos (Gomez-
Caravaca et al., 2006).

Nos ultimos anos, a propolis tem sido objeto de estudo intensivo
destacando suas propriedades biologicas e farmacoldgicas, como atividade
antibacteriana (Velazquez et al.,, 2007), antiviral (Schnitzler et al., 2010),
antioxidante (Moreira et al., 2008), hepatoprotetora (Banskota et al., 2001) e
antitumoral (Valente et al., 2011). A atividade in vitro contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas tem sido descrita, bem como a capacidade, in vivo,
de reduzir 95% das gengivites (Amaral et al., 2006).

Nakajima e colaboradores (2007) identificaram o acido cafeoillquinico e
derivados (4cido p-cumarico, artepelina C e bacarina) como 0s principais
componentes presentes no extrato aquoso da prépolis verde do Brasil, o que foi
corroborado por Moura e colaboradores (2011a) na composi¢cdo quimica da
prépolis verde advinda do estado de Minas Gerais, Brasil.

Os métodos de extracdo da préopolis podem influenciar sua atividade, uma
vez que diferentes solventes solubilizam um extrato de compostos diferentes. Os
extratos mais comuns utilizados nos ensaios biolégicos sdo os preparados com
etanol em diferentes concentracdes, metanol e agua (Cunha et al., 2004). Os
extratos etanolico e aquoso da propolis possuem acéo antialérgica, inibindo a
liberacdo de histamina em mastocitos peritoneais de ratos (Miyataka et al.,
1998). Em modelos imunossupressores, administracdo do extrato aquoso da

propolis (EAP) em camundongos impediu os efeitos da ciclofosfamida e
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aumentou a sobrevida dos animais (Dimov, et al., 1991). Estes autores também

sugeriram que a propolis modula a imunidade inespecifica via ativacdo de
macréfagos, bem como estimula a produgéo de citocinas como IL-1f3 e TNF-a,

por macrofagos peritoneais de camundongos (Moriyasu, et al., 1994). In vitro,
estudos mostraram que o EAP inibiu as vias classicas e alternativas do sistema
do complemento (Ilvanovska et al., 1995). Foi demonstrado que seis compostos
isolados da propolis, identificados como éacido cafeoilquinico e derivados;
aumentaram a motilidade e o "spreading" (espalhamento) de macréfagos
(Tatefuji et al., 1996). Um indicativo da ativagdo de macrofagos é a geracao de
NO pela 6xido nitrico sintase (NOS) (Macfarlane et al.,1999), sendo um
importante mecanismo microbicida deste tipo celular. Estudos mostraram que a
propolis diminuiu a geragdo de NO por macrofagos peritoneais estimulados com
LPS (Moriyasu et al., 1994)

Apesar dos avancos da farmacologia e da biotecnologia no
desenvolvimento de drogas novas e potentes para o tratamento de doencas
inflamatoérias uma das recomendacdes da Organizacao Mundial de Saude é a de
se intensificar a pesquisa na busca de novos produtos naturais tais como plantas
e minerais (Silveira & Raiser, 1995). Devido as inUmeras propriedades bioldgicas
e farmacologicas demonstradas, a prépolis tem despertado o interesse de
industrias farmacéuticas, sendo introduzidas em produtos para consumo
humano, como bebidas, alimentos e cosmeéticos. Porém, apesar de existir
trabalhos que evidenciam que os extratos de propolis possuem substancias
capazes de atuar inibindo a resposta inflamatéria, seu exato mecanismo
antiinflamatorio até agora é obscuro necessitando de estudos mais consistentes

(Mirzoeva & Calder, 1996).
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Considerando as propriedades anti-inflamatérias, anti-angiogénicas e
cicatriciais da propolis em varios modelos experimentais e o fato das aderéncias
intraperitoneais apresentarem componentes inflamatorios, angiogénicos e
fibrogénicos em sua fisiopatologia, a proposta deste trabalho foi investigar os
efeitos deste produto natural em aderéncias induzidas por implante de esponja
em camundongos. O estudo concomitante dos trés componentes da aderéncia
(inflamacao, angiogénese e fibrose) e seu tratamento pela prépolis ainda néo

tinha sido avaliado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato aquoso da prépolis verde nos componentes,
inflamatdrio, angiogénico e fibrogénico de aderéncias intraperitoneais induzidas

por implante de esponja em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

X/

% Caracterizar, através de parametros bioquimicos e morfolégicos os
componentes do tecido fibrovascular induzidos por matrizes sintéticas

alojadas na cavidade abdominal.

+ Avaliar o efeito do extrato bruto da prépolis na angiogénese, inflamacéo e

fibrose das aderéncias intra-peritoneais.

% Avaliar o efeito da prépolis na producdo de citocinas angiogénicas,

inflamatorias e fibrogénicas no modelo de aderéncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, de 6 a 8 semanas,
pesando 25 a 30 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Esses
animais foram mantidos em gaiolas individuais e alimentados com racao padréao

e agua ad libitum. O protocolo de aprovacdo do CETEA foi o de n2 248/2008.

3.2 Implante das esponjas

Discos de esponjas de poliéster (Vitaform Ltd Manchester) de 8 mm de
diametro e 5 mm de espessura foram previamente confeccionados com a
utilizacdo de um punch cirargico de 8 mm (Figura 1A-C). Esses implantes se
mantiveram conservados em alcool 70% v/v durante as 24 horas anteriores a
implantacéo e, posteriormente, fervidos em agua destilada por 15 minutos para
esterilizacdo (Andrade et al., 1987).

Para o procedimento cirargico, os animais foram anestesiados com
solucdo de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos a assepsia
e a tricotomia da regido abdominal. Em seguida, foi feita uma incisdo de
aproximadamente 1 cm na linha alba do abdémen, por onde o disco de esponja
foi introduzido na cavidade abdominal. A regido foi entdo suturada (Figura 1D) e
os animais foram monitorados para observar qualquer reacdo de desconforto,

infeccéo ou estress (Mendes et al. 2009).
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Figura 1 - Confeccdo dos implantes de esponja e implante na cavidade abdominal. A:
punch cirargico utilizado para cortar os implantes; B: implante de esponja; C:
camundongo com a regido abdominal depilada para a cirurgia de implantacao da esponja;

D: abdomem do animal suturado apds cirurgia.
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3.3 Obtencao da pradpolis e tratamento dos animais

A propolis verde utilizada neste trabalho, produzida por abelhas Appis
melifera foi coletada em um apiario no municipio de Jaguarucu, regido leste de
Minas Gerais conforme descrito anteriormente por Moura et al (2011b).

Apbés a coleta, a propolis bruta foi triturada, homogeneizada e
acondicionada a -18°C. O extrato aquoso foi preparado usando 200g da prépolis
bruta para 500ml de 4gua destilada. Essa solucao foi mantida sob agitacdo
durante aproximadamente 60 min a 70°C, até a completa incorporacdo da
propolis. O material foi posteriormente filtrado para obtencdo da 12 fracdo do
extrato e residuo. O mesmo procedimento foi repetido com o residuo para
obtencao da 22 fracao do extrato. As fracdes 1 e 2 foram misturadas e liofilizadas
para uso (Moura et al, 2011b). A prépolis foi entdo reconstituida em salina 0,9%
para administracdo oral em camundongos.

Os animais receberam uma dose diaria de 500 mg/kg do extrato aquoso
de prépolis verde em 200ul. O tratamento foi iniciado 24 horas pos-implantacao
e repetido durante 4 dias. Os animais do grupo controle receberam 200ul de
solucao salina 0,9% seguindo 0 mesmo protocolo. No 5° dia apés a implantacao,
0os animais foram eutanaziados por overdose de anestésico e 0s implantes

removidos, pesados e processados para estudos bioquimicos e histoldgicos.
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3.4 Avaliacao do efeito da proépolis na inflamac¢ao da cavidade

peritoneal pelo método de difusdo da fluoresceina

Supondo-se que o implante cirdrgico de esponja intraperitonealmente
poderia alterar a permeabilidade vascular localmente, utilizamos a técnica de
difusdo da fluoresceina para avaliar o efeito da propolis na permeabilidade
vascular (sinal do processo inflamatorio) e na angiogénese induzidas pelos
implantes na cavidade abdominal. Esta técnica é utilizada clinicamente para
avaliar a vascularizacdo ocular e a drenagem venolinfatica e foi adaptada para
avaliar a vasculatura cutanea, a angiogénese inflamatéria e tumoral em
camundongos (Teixeira et al., 2005). Ela baseia-se no principio de que a
intensidade da fluorescéncia detectada na circulacdo sistémica reflete o fluxo
sanguineo no local da aplicacdo do marcador fluorescente (fluoresceina sédica).
Assim, quanto maior o fluxo sanguineo no local de aplicagdo, mais rapido é
obtido o pico da fluorescéncia na circulagdo sistémica. Para determinar os
valores basais da difusdo da fluoresceina na cavidade abdominal, animais n&o
implantados foram avaliados. Vinte e quatro horas apés a implantacdo e antes
de iniciar o tratamento, os animais foram submetidos ao mesmo procedimento,
de maneira a avaliar a permeabilidade vascular através da difusdao da
fluoresceina. Quatro dias apO6s a cirurgia de implante, os animais foram
submetidos novamente a técnica de difusdo da fluoresceina a fim de se avaliar
o efeito da propolis nos parametros vasculares inflamatorios e na angiogénese,
no modelo em questdo. Foram utilizados 5 animais de cada grupo para se
estabelecer esses valores. O delineamento experimental para dosagem da

fluoresceina, bem como o tratamento dos animais esta mostrado na Figura 2.
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O protocolo para avaliacdo da permeabilidade vascular consistiu em
injetar 10ul de fluoresceina sddica 1% (Sigma, USA) na cavidade abdominal dos
animais anestesiados. Em tempos previamente determinados (1°, 3’, 5, 7°, 10,
15, 20’, 25’ e 30’), foram coletados 10ul de sangue da veia da cauda do animal
e colocados em 3 ml de salina 0,9%. Apos centrifugacao por 5 minutos a 30009,
o sobrenadante foi coletado para leitura fluorimétrica. Os resultados foram
expressos como pico de fluorescéncia/min (tempo necessario para a

fluorescéncia atingir a maxima intensidade na circulagcao sistémica).

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

-

Basal Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento  Retirada do implante,
Pesagem,
Implante da esponja Avaliagbes bioquimicas
na cavidade abdominal e histomorfologicas

Fluoresceina = Avaliagdo da permeabilidade vascular pela fluoresceina
Tratamento = Grupo tratado (prépolis 500mg/kg/200ul ) e Grupo controle (salina 0,9%)

Figura 2 -Tratamento dos animais por gavagem e dosagem da fluoresceina.

38



Materiais e métodos

3.5 Dosagem de Hemoglobina (Hb)

Esta técnica desenvolvida em 1932 utiliza o método do reagente de
Drabkin e foi adaptada para medir o indice de vascularizacédo (Plunkett et al.,
1990; Passaniti et al., 1992; Hu et al, 1995; Ferreira et al, 2004; Belo et al., 2005).
Ela consiste em uma avaliagdo ou medida indireta do indice vascular através da
dosagem de hemoglobina (Hb) no implante.

Os implantes foram partidos em duas metades e pesados para as
dosagens de hemoglobina e coldgeno. A metade utilizada para dosagem de Hb
foi homogeneizada (Tekmar TR-10, Ohio, USA) em 2,0ml de um reagente
cromogénico especifico para hemoglobina (Reagente de Drabkin - Kit de
Dosagem de Hemoglobina - Labtest), centrifugada por 30 minutos a 15.000 g. O
sedimento foi quardado para as dosagens enzimaticas e o0 sobrenadante
utilizado para as dosagens de hemoglobina e citocinas. Um ml do sobrenadante
foi filtrado em membranas GV Durapore de 0,22um (Millipore) e, 200 ul de cada
amostra foram colocados em microplacas de 96 pocos, em duplicata. A leitura
foi feita em espectrofotometro em comprimento de onda de 540nm. A
concentracdo de hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de uma
curva padrao conhecida e os resultados expressos em concentracdo de

hemoglobina em microgramas por miligrama de peso umido de implante (Hb

ng/mg).

3.6 Quantificacdao do colageno

A quantificacéo de colageno total solavel (tipos I-V) (Phillips 2004) baseia-
se na interacdo especifica do corante Picrossirius Red com o grupo [GLY-X-Y]n
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das sequéncias de tripla hélice de todos os colagenos nativos. A metade do
implante de esponja usada para esta dosagem foi homogeneizada em 1ml de
solucéo salina-triton (NaCl 0,9% com 0,1% de Triton X-100) e centrifugada a
10.000 g durante 10 min. 50ul do sobrenadante foi transferido para eppendorf de
1,5ml onde foi adicionado 50ul de solugéo de sirius red F3B (Direct Red 80) a
0,1% em solucdo saturada de &cido picrico e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. Seguiu-se de centrifugacdo a 10.000g por 10 minutos e
o sobrenadante foi totalmente descartado por inversdo do tubo. O sedimento foi
lavado delicadamente com 500ul de etanol puro livre de metanol e o complexo
coldgeno-corante foi solubilizado em 1ml de NaOH a 0,5M. A absorbéancia foi
medida a 540nm em um leitor de microplacas (Thermoplate). A quantidade de
colageno em cada amostra foi determinada através da comparacdo com uma
curva padrdo utilizando concentracdes conhecidas de colageno (Merck) e os
resultados expressos em microgramas (ug) de colageno por miligrama (mg) de

implante.

3.7 Avaliacao da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Apos a dosagem de hemoglobina, uma parte do sedimento obtido foi
pesada, solubilizada em 2,0ml de tampao salino fosfato de sédio pH 5,4 (3,0ml
Na2HPO4.12H20 a 0,32M; 47,0ml NaH2PO4.H20 a 0,32M) e homogeneizado
durante 20 min. O homogeneizado, 50ul, foi transferido para eppendorf de 1,5ml
e misturado com 300 pl de HTAB (hexa-1,6-bis-decyltrimethylammonium
bromide, Sigma) a 0,5% preparado em tampéao fosfato de sédio a 80mM, pH 5,4

e centrifugado a 5.000g, 4°C durante 10 minutos e o sobrenadante utilizado para
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a dosagem de MPO. Para o ensaio enzimatico foram adicionados a um
eppendorf: a) 100ul do substrato H202 a 1,2mM, dissolvido em tampéao fosfato
de sodio 80mM (pH 5,4); b) 100ul de TMB (tetrametilbenzidina, Sigma) na
concentracao final de 1,6mM preparado em DMSO (dimetilsulfoxido, Merck); c)
200ul do sobrenadante das amostras. Seguiu-se incubacéo durante 1 minuto a
temperatura ambiente e a reacao foi paralisada pela adicdo de 100ul de H2SO4
a 4M. A leitura colorimétrica foi feita a 450nm em leitor de microplaca
(Termoplate). Os resultados estdo expressos como densidade 6ptica (OD) por g

de tecido Uumido (implante).

3.8 Avaliacao da atividade da N-acetil--D-glicosaminidase

(NAG)

A outra parte do sedimento, remanescente apos da dosagem de Hb, foi
pesada e utilizada neste ensaio para detectar os niveis dessa enzima. Os
sedimentos foram homogeneizados em 2ml de solu¢do de NaCl (0,9% wi/v)
contendo 0,1% v/v de Triton X-100 (Promega) e centrifugados a 3000g por 10min
a 4°C. Amostras do sobrenadante (100ul) foram incubadas por 10 min a 37°C
com 100ul p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma), na concentracéo final
de 2,24mM preparado em tampao citrato/fosfato de sédio, pH 4,5 (200ml &cido
citrico a 0,1M; 310ml NazHPO4 a 0,1M). A reacéo foi paralisada pela adicéo de
100ul de tampao glicina a 267mM, pH 10.6 (misturar volumes iguais de glicina a
800mM; NaCl a 800mM; NaOH a 800mM). A absorbéancia foi medida em
espectrofotometro a 405nm. Os resultados estéo expressos em nanomol (nmol)
por miligrama de tecido.
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3.9 Quantificacao das citocinas (VEGF, TNF-a, TGF-1)

Para a determinacao destas citocinas nos implantes foi utilizado 80ul do
sobrenadante restante da dosagem de Hemoglobina. Para realizacao do ensaio,
seguiu-se os protocolos padronizados pelo fornecedor do Kit DuoSet Murine
Immunoassay (R&D Systems — Mineapolis, MN).

Neste protocolo, o sobrenadante livre de células foi diluido, adicionado a
placa de ELISA sensibilizada com anticorpo de captura especifico para a citocina
a ser avaliada e incubado a 4°C por uma noite. Apés lavagens foi adicionado a
placa o tampé&o de bloqueio e incubado durante 1 hora para bloquear sitios de
ligacdo inespecificos. Apos lavagem foram adicionados o padrédo de citocina a
ser dosada e as amostras, seguiu-se nova incubacédo a 4°C durante uma noite.
A placa foi lavada e 100ul de anticorpo de detecc¢éo biotinilado contra a citocina
foi adicionado e incubado por 2 horas. Apds lavagens, 100ul do conjugado
estreptavidina-peroxidase foi adicionado e incubado durante 30 min. a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem, 100ul de OPD (o-fenilenodiamina —
Sigma) diluido em tampé&o citrato a 30mM, pH 5,0 contendo 0,02% de H202 30v/v
foi adicionado. A placa foi incubada abrigada da luz durante 30 min. A reacéo foi
interrompida por adi¢cao de 50ul/poco de acido sulftrico a 2N. A leitura das placas
foi feita em espectrofotbmetro a 492nm e os resultados foram expressos como
picograma (pg) de citocina por miligrama (mg) de peso umido de tecido, usando

uma curva padrao para cada citocina dosada.
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3.10 Analise da expressdo de genes associados com a ativacao de

macrofagos

A fim de determinar a expressao dos genes associados com a ativacao
classica e alternativa de macrofagos, esponjas implantadas na cavidade
abdominal de camundongos tratados durante 4 dias com propolis e controle
foram analisadas. O RNA total foi obtido usando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) de acordo com o procedimento explicado pelo fabricante. O RNA total foi
transcrito de maneira reversa com SuperScript Il (Invitrogen). O PCR
guantitativo em tempo real foi realizado em um sistema de deteccdo de um passo
ABI PRISM (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) usando SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). O nivel de expressao relativa dos genes foi
determinado pelo método 2(-delta delta Ct) e os resultados foram normalizados
pelos niveis de expressdo da subunidade ribossomal 18S. Todas as reacdes
foram replicadas. Os iniciadores foram gerados para iINOS (sequéncia senso:
AGCACT TTG GGT GAC CAC CAG GA, anti-senso: AGC TAA GTA TTA GAG
CGG CGG CA), INF-y (sequéncia senso: ACA ATG AAC GCT ACA CAC TGC
AT, sequéncia anti-senso: TGG CAG TAA CAG CCA GAA ACA), FIzzi
(sequéncia senso: ACC TTT CCT GAG ATT CTG CCC, anti-senso CAG TGG
TCC AGT CAA CGA GTA AGC), YM1 (sequéncia senso: GGC TAC ACT GGA
GAA AAT AGT CCC, anti-senso: CCA ACC CAC TCA TTA CCC TGA TAG) e
18S (sequéncia senso: CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG,anti-senso: CTC AAC

ACG GGA AAC CTC AC).
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3.11 Avaliacéo histologica

Os implantes intraperitoneais dos grupos controle e tratados foram
retirados no 5° dia apds a cirurgia e fixados em formalina tamponada (10%
aldeido férmico em PBS pH 7,4) e incluidos em parafina. Foram feitos cortes

histologicos de 5um e corados com tricrémico de Gomori.

3.12 Analise estatistica

Os resultados estédo apresentados como média+ e.p.m. e todos os dados
analisados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
O teste “t” de Student foi utilizado para fazer a comparacao entre dois grupos
para dados ndo pareados. Os resultados foram considerados significativos para

p < 0,05. O programa de estatistica usado foi o GraphPad Prism 4.0.
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4 RESULTADOS

Os animais ndo apresentaram qualquer sinal clinico de reacdo adversa ao
tratamento com a propolis (sedacgédo, prostragdo, inapeténcia, alteracdes motoras
ou intoxicacdo). Os procedimentos cirdrgicos para implante dos discos de
esponja foram bem tolerados pelos animais, e ndo apresentaram sinais de
infeccdo e rejeicdo, embora tenham induzido a formagdo de um tecido
semelhante a aderéncia, no qual podem ser observados vasos e fibrose (Figura
3A). Os implantes estavam envolvidos em uma capsula fibrosa e firmemente
aderidos a 6rgdaos viscerais (figado e/ou intestino) ap6s 5 dias. A Figura 3B e C
mostra o aspecto dos discos de esponja respectivamente antes e depois da

implantagao.
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Figura 3 - Aderéncia apo6s 5 dias e aspecto do implante de esponja na cavidade abdominal, no
gual podem ser observados a formagéo de vasos e tecido conjuntivo (A). Aspecto da esponja
antes do implante (B) e depois de ser retirado da cavidade abdominal (C). F= figado; I= intestino
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4.1 Reatividade Vascular

O processo inflamatorio induzido pelo implante de esponja na cavidade
abdominal causou uma queda no tempo de difusdo da fluoresceina em relacéo
aos valores do pico de difusdo basal do marcador fluorescente. Quatro dias apos
a implantacdo o pico da fluorescéncia permaneceu menor, em torno de 10
minutos, no grupo controle. Ja no grupo tratado com prépolis, obteve-se um pico
meédio de 20,8+3 minutos, mostrando um retardo na difusdo da fluoresceina pela
circulacdo sanguinea. Desse modo, o tempo para atingir a maxima intensidade
da fluoresceina na circulacao sistémica, foi maior nos animais tratados com
prépolis quando comparado com o0s animais controle, no tempo de 4 dias,

refletindo uma diminuicdo da difusdo (Figura 4).
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Figura 4 - Pico maximo de difus@o da fluoresceina. Basal: valores obtidos antes da cirurgia de
implante da esponja. 1 dia: valores 24 horas apds o implante e antes do primeiro dia de
tratamento com propolis. Para os grupos controle e prépolis, a coleta de sangue foi feita no 4°

dia ap6s implantacdo da esponja. *p < 0,05
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4.2 Analise do peso e do indice vascular

Para avaliar os componentes encontrados no implante, como edema,
infiltrado celular, vasos e matriz extracelularas esponjas foram retiradas no 5°
dia, pesadas e comparadas entre 0os dois grupos.

A andlise do contetdo de hemoglobina (Hb) e a quantificacdo da citocina
VEGF, pardmetros indiretos analisados para avaliar o indice vascular, foram
utilizados para estudo da angiogénese nos implantes de esponjas dentro da
cavidade abdominal.

O grupo tratado com propolis (207+5,9) apresentou o peso do implante
significativamente menor em relagdo ao grupo controle (227+5,1) (Figura 5).

Analisando o conteudo de hemoglobina, o grupo tratado (8,36+0,85)
mostra uma diminuicdo deste componente em relacdo ao controle (11,79+1,26)
de aproximadamente 29% (Figura 6A). Por outro lado, o tratamento com a
prépolis aumentou os niveis de VEGF em 42% ou seja de 112,8+5,92 para

159,7+18,74 (Figura 6B).
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Figura 5 - Peso das esponjas ap0s 5 dias de implante. O grupo tratado com prépolis apresentou

diminuicdo de aproximadamente 9% do peso em relacdo ao controle. * p < 0,05.
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Figura 6 - Analise dos parametros angiogénicos da aderéncia intraperitoneal. (A) Conteldo de
hemoglobina intra-implantes e (B) citocina VEGF medida nos implantes de esponja. Os animais
tratados com propolis mostraram uma diminuicdo no conteddo de hemoglobina de 29% e um

aumento nos niveis de VEGF de 42%. * p< 0,05.

4.3 Avaliacao dos parametros fibrogénicos

A deposicdo de matriz extracelular foi avaliada através da citocina TGF-3

e do contetdo de coldgeno encontrados no implante. Estes parametros estéo
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diretamente relacionados a fibrose. Nos animais tratados com a prépolis o TGF-
B1 (135,6+26,70) e o colageno (0,94+0,18), foram respectivamente 49% e 38%
(p<0,05) menores que nos animais controle os quais apresentaram 265,9+41,63

para o TGF- 1 e 1,51+0,12 para o colageno (Figura 7A e B).
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Figura 7 - Avaliacao do TGF-B1 e da deposicao de colageno dos implantes na cavidade
abdominal. A: concentracéo de TGF-B1; B: avaliacédo do colageno. O TGF-B1 e o colageno foram
estatisticamente menores nos animais tratados com prépolis, 49% e 38% respectivamente em

relacdo ao grupo controle. * p < 0,05
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4.4 Avaliacdo dos componentes inflamatorios

O recrutamento leucocitario foi avaliado através da atividade das enzimas
MPO e NAG, as quais sao parametros para avaliacéo indireta da ativagéo de
neutrofilos e macréfagos, respectivamente, no sitio inflamatério. A citocina
inflamatéria TNF-a também foi mensurada, uma vez que esta diretamente
relacionada ao recrutamento e ativacdo de células inflamatorias. Foi observado
um aumento de 79% (controle 17.18 + 3.903 vs tratado 30.83 + 4.752) na
atividade de MPO e 37% (controle 20.50 + 2.194 vs tratado 28.14 + 1.457) no
NAG nos animais do grupo tratado com propolis (Figura 8A e B). A producao de
TNF-a mostrou-se 136% maior (controle 536.0 £ 95.68 vs tratado 1263 + 188.6)

nos animais tratados em relacéo ao controle (Figura 9).
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Figura 8 - Avaliagdo dos componentes inflamatérios. Avaliagédo das atividades das enzimas MPO
(A)e NAG(B). Os valores de MPO e NAG foram maiores nos animais do grupo tratado com

prépolis em relacéo ao grupo controle. * p< 0,05.
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Figura 9 - Avaliagdo da producdo de TNF-a. O tratamento com propolis aumentou a producéo

de TNF-a.em 136%. ** p < 0,01

4.5 Perfil da expressdo génica dos macrofagos

Uma vez que a prépolis modulou o recrutamento e ativacdo de
macréfagos nos implantes, foi avaliada a expressdo de genes associados com
ativacdo e diferenciacdo de macrofagos. Dessa forma, observou-se que a
expressao dos genes para NOS2 ou iINOS e IFN—y associados com a ativagéo
de macréfagos classicos, bem como os marcadores FIZZ1 e YM1 associados
com a ativacdo de macréfagos alternativos, estavam sendo mais expressos nos
animais tratados com propolis em relagédo ao grupo controle (Figura 10).

A expressédo de NOS2 aumentou 23,7 vezes nos animais tratados com

propolis em relacdo ao controle, sugerindo uma predominancia do perfil
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classicol/inflamatorio corroborado pelo aumento nos niveis de MPO, NAG e TNF-

a (Figuras 8A-B e 9) e diminuicdo dos niveis de TGF-B1 e colageno (Figura 7A-

B) contribuindo para a diminuicdo das aderéncias.
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Figura 10—Expressao génica para analise do perfil de macréfagos. A: Expressdo dos genes para

macrofagos classicamente ativados (NOS2 e IFN-y); B: Expressao dos genes para macrofagos

alternativamente ativados (FI1ZZ1 e YM1) (B). A propolis aumentou a expressao dos quatro genes

analisados em relacéo ao grupo controle. * p< 0,05; ** p < 0,01.
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4.6 Analise histoldgica

O tricrébmico de Gomori é um corante utilizado para evidenciar fibras
conjuntivas. Os cortes histologicos do implante de esponja mostraram a
presencade células inflamatdrias, fibroblastos e vasos sanguineos. O tecido
fibrovascular em implantes de camundongos nao tratados era mais denso e mais
vascularizado do que aquele desenvolvido nos implantes do grupo tratado com

propolis (Figura 11).
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Figura 11 — Corte histolégico do implante intraperitoneal de esponja corado pelo tricrébmico de
Gomori. O grupo tratado mostra menor deposicéo de tecido conjuntivo e vasos sanguineos (B)

em relagdo ao controle (A). Setas: vasos sanguineos; aumento 60X; barra de 50um.
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5 DISCUSSAO

A propolis é conhecida por seus efeitos anti-inflamatérios e tem sido
utilizada na cicatrizacdo de feridas incluindo Ulceras e incisbes na pele. Devido
também a acdes antimicrobianas, antifungicas, a prépolis tem sido utilizada na
medicina popular por muitos séculos (Ghisalberti, 1979) e atualmente também
esta inserida no mercado de cosméticos como cremes faciais e lo¢gées (Burdock,
1998). Com o objetivo de evitar o cheiro etandlico caracteristico e problemas de
solubilidade, extratos aquosos da prépolis (Matsuno, 1997) ou com outros
solventes como glicerol sdo encontrados no mercado. Ainda ndo ha uma
padronizacdo destes extratos e de seus componentes, uma vez que a sua
composicao pode variar em decorréncia da regido em que se encontra a colmeia,
do clima, e da espécie de planta onde a resina € coletada. Os componentes
primarios do extrato aquoso da propolis verde coletada no municipio de
Jaguaracu, Minas Gerais, e utilizada no presente trabalho foram descritos por
Moura e colaboradores (2011a), cujas substancias encontradas em maiores
concentracfes foram os acidos cafeoilquinicos e derivados do acido cinamico,
como a artepelina C. Estes autores também avaliaram o efeito deste extrato em
um modelo de inflamacgé&o crénica em camundongos, porém o estudo do uso da
prépolis sobre aderéncias peritoneais ainda nao tinha sido investigado.

As aderéncias sado caracterizadas por aumento do estroma conjuntivo,
abundante infiltrado inflamatério, densamente vascularizadas, e sédo decorrentes
de cicatrizagdo anormal ou exacerbadas, ou por um processo reacional em que
a producdo da matriz extracelular ndo estd relacionada com o processo
reparativo (Herrick, et al, 2000). Estudos pioneiros sugeriram que as aderéncias

56



Discussdao

funcionavam como pontes vasculares entre 6rgdos saudaveis e areas com
tecidos isquémicos (Ellis, 1962). Mais recentemente, estudos morfofuncionais
tém revelado varios componentes bioquimicos, histolégicos e moleculares
destes tecidos. Células mesoteliais peritoneais que delimitam a superficie serosa
da cavidade peritoneal fornecem uma barreira natural e protetora que previne 0s
orgaos de aderirem a superficies serosas opostas e/ou adjacentes. Entretanto,
a lesdo celular e tecidual causada por procedimentos cirargicos, infeccdo ou
inflamacdo compromete a integridade das células mesoteliais, resultando em
uma resposta bioldgica local com a intencado de reparar o dano a superficie. Se
a lesdo é relativamente extensa, levando a migracédo excessiva de fibroblastos,
iniciard uma cascata de eventos, culminando no desenvolvimento de aderéncia
peritoneal (Ellis et al, 1999; Ginsburg and Diamond, 1997; Lower et al, 2000). A
formacéo de aderéncias, como todo processo de cicatrizacdo, € dependente de
angiogénese, cujos principais estimulos sdo a isguemia, processos
inflamatorios, fatores de crescimento, citocinas como VEGF e TNF-q,
qguimiocinas e tecidos que estdo em proliferacéo.

Historicamente, h4 uma grande dificuldade em avaliar e comparar a
literatura sobre aderéncia, uma vez que existe extensa variabilidade de
resultados de diferentes modelos animais e entre diferentes maneiras de induzir
uma lesdo peritoneal. Recentemente, foi demonstrado que a implantacado de
matrizes sintéticas de poliéster-poliuretano na cavidade peritoneal de
camundongos induzia a formacdo de aderéncias cujos componentes
inflamatorios, angiogénico e fibrogénico foram caracterizados (Mendes et al

2007).
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O efeito do extrato aquoso da propolis verde em parametros inflamatérios,
vasculares e fibrogénicos no modelo de aderéncias intraperitoneais induzidas
por implantes de esponja foi avaliado pela primeira vez neste trabalho.

A utilizacdo de propolis por seres humanos a administracdo em
camundongos ndo mostrou efeitos secundéarios (Kaneeda & Nishina, 1994;
Sforcin et al, 1995, 2002; Jasprica et al, 2007). De acordo com Burdock (1998),
a propolis ndo apresenta toxicidade e apos o tratamento com diversas doses (1,
3 e 6 g/kg/dia), diferentes extratos (aquoso ou etandlico) e em tempos variados
(30, 90 e 150 dias) nao foram observadas nos animais alteracfes significativas
em lipidios totais, triglicérides e colesterol (Mani et al, 2006). Cuesta e
colaboradores (2005) também nédo observaram mortalidade ou alteracées na
taxa de crescimento apoés ingestao diaria da propolis durante seis semanas. Do
mesmo modo, durante os cinco dias de experimento, os animais tratados com
prépolis verde também ndo apresentaram qualquer sinal de estresse, infeccéo
ou desconforto.

A primeira abordagem experimental utilizada neste estudo foi avaliar
eventos inflamatérios iniciais na cavidade peritoneal induzidos pela implantacéo
da matriz sintética pelo método de difusédo da fluoresceina. Os resultados desta
avaliacdo mostraram que a vasodilatacdo e/ou a permeabilidade vascular na
cavidade peritoneal estavam aumentados 24 horas ap0s a cirurgia, uma vez que
a fluoresceina levou um tempo menor para alcancar seu pico maximo de
intensidade na circulacdo sistémica nos animais implantados em relagéo aqueles
nao-implantados (basal). Essa alteracdo vascular pode ter ocorrido devido a
reacao inflamatoria local em decorréncia do processo cirurgico para colocacéo

do implante ou mesmo devido a presenca do implante. Os animais tratados com
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propolis por 4 dias apresentaram o pico da difusdo semelhante ao nivel basal
dos animais ndo-implantados (aproximadamente 20 minutos). Estes resultados
sugerem uma acao da propolis diminuindo a angiogénese como observado nos
resultados do contetddo de hemoglobina, e/ou no controle da vasodilatacdo e da
permeabilidade vascular.

O processo angiogénico € importante em muitos processos fisiologicos e
também em processos reparativos incluindo cicatrizacdo de feridas, fraturas e
regeneracao do figado. A angiogénese patolégica ocorre mais comumente em
isquemia, doencas inflamatérias e neoplasias. Em doencas isquémicas do
coracgao, por exemplo, no infarto do miocéardio, ha o desenvolvimento de uma
nova rede de vasos sanguineos, melhorando a funcdo dodrgdo isquémico
(Carmeliet & Jain, 2000).

Efeitos anti-angiogénicos da propolis ja foram observados em
experimentos na cérnea de coelhos lesada por cauterizacdo com nitrato de prata,
em experimentos com membrana corio-alantéide de embrido de galinha e
também no modelo subcutédneo de implantes de esponja em camundongos
(Song et al., 2002; Ahn et al, 2007; Moura et al 2011b). Portanto, o controle da
angiogénese, evidenciado pela diminuicdo do conteddo de hemoglobina e
visivelmente mostrado na histologia dos implantes de esponja, sugere um ponto
importante na prevencédo das aderéncias abdominais pela prépolis.

O VEGF, anteriormente conhecido como VPR (fator de permeabilidade),
foi primeiramente descrito por Senger e colaboradores em 1983. E uma
importante citocina envolvida na angiogénese, sendo produzida por células
endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas e pela maioria das células

inflamatorias (macrofagos, linfocitos, neutrofilos e eosindfilos) (Ferrara, 2000).
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Em artropatias, a angiogénese esta diretamente relacionada com o aumento de
VEGF, assim como em mulheres com endometriose, nas quais a angiogenese é
responsavel pela progressao da doenca, o fluido peritoneal também apresenta
niveis elevados dessa citocina (Jésko et al, 2000).

Trabalhos utilizando farmacos anti-inflamatorios mostram uma correlacéo
direta entre diminuicdo dos niveis de VEGF e reducdo da angiogénese.
Entretanto, a relacdo inversa observada pelo aumento dos niveis deste fator de
crescimento no grupo tratado com propolis pode ser explicada por uma possivel
hipéxia gerada pela diminuicdo dos vasos sanguineos e consequentemente
diminuicdo do aporte de oxigénio no implante, o que estaria estimulando a
producdo de VEGF para compensar o suprimento sanguineo deficiente. A
hipdxia exerce um efeito significativo na producéo de VEGF também em doencas
pulmonares, cujos experimentos em animais revelaram que a hipdxia crénica ou
aguda, aumenta a secrecao de VEGF e o numero de seus receptores nos tecidos
pulmonares (Christou et al, 1998). O mesmo efeito € observado no miocéardio 24
horas apos a hipoxia (Gu & Adair, 1997), sustentando o fato de que na auséncia
de hipoxia e/ou estresse oxidativo, os niveis de VEGF estdo diminuidos (Ikeda
et al, 1995; Ferrara, 1999).

A deposicdo descontrolada e exacerbada de colageno € uma das
caracteristicas histopatoldégicas mais marcantes das aderéncias, em cuja
patogénese os fibroblastos tém um papel crucial. Estas células também estéo
envolvidas na formagao da neointima e remodelamento da adventicia apos leséo
vascular (Li et al, 2000). Tradicionalmente, os fibroblastos sdo vistos como
células produtoras de proteinas da matriz extracelular, como colageno e

fibronectina, mas também podem modificar a qualidade, quantidade e duracéo
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do infiltrado inflamatério durante a inflamacao (Parsonage et al, 2005; Baglole et
al., 2006; Flavell et al., 2008). Quando ativados, podem produzir citocinas,
fatores de crescimento e proteases em condicdes fisiologicas e patoldgicas como
no remodelamento, na fibrose e no cancer (Smith et al, 1997; Orimo & Weinberg,
2006).

A analise da deposicéo de colageno avaliada pelo método bioquimico do
picrossirius red mostrou que nos implantes dos animais tratados com propolis
houve uma diminuicdo deste componente em relacdo ao grupo controle e,

paralelamente, foi observado uma reducéo nos niveis da citocina pro-fibrogénica

TGF-B1 nos implantes tratados.

A expressdo aumentada de TGF-B1 esta relacionada com processos

patolégicos envolvendo a fibrose em varios locais ao longo do corpo, tais como
fibrose pulmonar, glomerulonefrite, cirrose no figado e queldide na pele (Border

& Noble, 1994; Roberts, 1995). Estudos mostraram que a administracédo
intraperitoneal de TGF-31, pés-operatdrio, aumentou a incidéncia na formagao
de aderéncias (Williams et al, 1992), enquanto a administracdo de anticorpos

contra esta citocina reduziu a formacédo desta patologia (Lucas et al., 1996).
Uma vez que a deposicdo excessiva de coldgeno é uma caracteristica
marcante do processo fibrético e o TGF-1 é um fator chave na modulagdo da
fibrose tecidual, incluindo aderéncia peritoneal, o tratamento com propolis mostra
o efeito anti-fibrogénico no modelo de implante intraperitoneal de esponja. Moura
e colaboradores (2011b) também observaram o mesmo efeito da prépolis verde

em um modelo de angiogénese inflamatoria de implantes subcutaneos de

matrizes sintéticas em camundongos. A analise histologica pelo tricromico de
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Gomori mostra reducédo da area de fibrose e corrobora com a diminuicdo de
colageno mostrado pelo picro sirius no grupo tratado.

A diminuicdo do peso dos implantes dos animais tratados com propolis
pode estar relacionada com as diminuicdes da angiogénese e da deposicao de
colageno observados nesse grupo.

Os parametros inflamatérios analisados (atividade de MPO, atividade de
NAG e producdo de TNF-a) apresentaram-se elevados ap0s o tratamento com

a prépolis. A ativacdo de células inflamatdrias representa um mecanismo de
defesa e neste sentido (melhor falar sobre M2) é possivel especular que o
aumento das atividades das enzimas MPO e NAG seja um dos mecanismos de
controle das aderéncias pela propolis. ArRajab e colaboradores (1995)
observaram que um aumento no niumero de macréfagos peritoneais diminuia o
grau de formacao de aderéncias pds operatérias em um modelo cirargico de
coelhos. Em estudos mais recentes, foi demonstrado que a deplecdo de
macréfagos em um modelo de camundongos transgénicos permitiu o
desenvolvimento de aderéncias em 80% dos animais (Burnett et al, 2004). Foi
observado por Leibovich & Ross em 1975, que em camundongos com
macrofagos ndo ativados houve um retardo no reparo de feridas. Fukasawa e
colaboradores (1989) demonstraram que macrofagos ativados pos-
cirirgicamente apresentavam frequentemente uma reducdo da atividade
fibrinolitica, o que contribuiu para a persisténcia de aderéncias. Por outro lado o
aumento da atividade de macrofagos observado em nosso modelo apos o

tratamento com a propolis, parece ser um fator benéfico de controle da
deposicéo de matriz extracelular por modular a expresséo de TGF-f3, através de
um contrabalan¢co com a producéo aumentada de TNF-a..
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Este balanco também pbde ser observado ao examinar o perfil dos
macrofagos ativados, presentes no microambiente da esponja, através da
expressao génica de marcadores caracteristicos. As citocinas derivadas dos
macrofagos sdo cruciais para a coordenacdo de respostas inflamatérias
apropriadas (Gordon & Taylor, 2005). Macréfagos ativados com citocinas Thl
polarizam para o fenoétipo pro-inflamatorio M1, levando a uma superexpressao
de citocinas e quimiocinas como TNF-a, CCL-2, IL-12, IL-6 e IFN-y e aumentam
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e intermediarios de
nitrogénio. Em contrapartida, a ativacéo de uma resposta Th2, direciona para um
perfil anti-inflamatério de macréfagos M2, o que leva a uma expressao
aumentada dos receptores de manose e galactose, e de arginase-1, FIZZ1 e
YM1 (Gordon, 2003; Martinez et al, 2009).

Os fendtipos de macréfagos influenciam o processo cicatricial por
diferentes caminhos, de acordo com o microambiente no qual irdo exercer sua
func@o. Ambos os tipos sao necessarios na resolucao da lesao, de modo que a
prevaléncia ora de um, ora de outro fen6tipoé crucial nas diferentes fases da
cicatrizacao de feridas, podendo isso também ser estendido para a formacao das
aderéncias. Na fase pro-inflamatéria do processo, macrofagos M1 séo
necessarios para a remocao de residuos extracelulares e neutralizar possiveis
patégenos invasores. Por outro lado, em uma fase na qual ocorre o reparo,
macrofagos M2 tem um papel mais importante (Delavary et al, 2011). Em um
processo de formacédo de aderéncias, o balanco entre ambos os fenétipos parece
tender para o predominio do perfil M2, como nos processos de fibrose (Duffield
2003). Neste sentido é possivel supor que a prépolis influencia a predominancia

do fen6tipo M1 dos macréfagos, uma vez que houve um aumento substancial na
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expressao de genes relacionados a ativacao classica de macréfagos (iNOS e
IFN-y). Este perfil contribui para o controle da formacdo das aderéncias sem,
porém, criar uma condi¢&o inflamatoria prejudicial para o organismo.

O papel dos macréfagos na fibrose e em cicatrizagfes de feridas tem sido
destacado em muitos estudos (Duffield 2003) porém, o efeito da prépolis
influenciando no perfil de ativagdo de macrofagos ainda ndo havia sido estudado,
e tais achados podem representar um passo importante sobre mecanismos de
controle das aderéncias bem como de outras patologias associadas a fibrose.

A formacgdo de aderéncias intraperitoneais apos cirurgias abdominais &
uma area que tem recebido uma atencdo crescente. Métodos atuais de
prevencado focam no uso de barreiras (Alponat et al, 1997; Bulbuller et al, 2003)
e no cuidado das técnicas cirargicas (Holmdahl et al., 1997), porém estes
métodos reduzem a incidéncia de aderéncias pds operatdrias, mas ndo as
eliminam. A profilaxia das aderéncias € um alvo terapéutico almejado, uma vez
que a janela de tempo para intervencao eficaz é pequena, de 5 a 7 dias, o que
inviabiliza a utilizag&o de tratamentos longos e continuos. Um tratamento eficaz
de curta duragéo para a prevencao dessa patologia minimizaria a preocupacéo
sobre efeitos colaterais da utilizacdo de biomateriais e drogas bem como das
terapéuticas de longo prazo. Técnicas preventivas mais eficazes provavelmente
irdo evoluir a partir de um entendimento dos mecanismos moleculares e
celulares que induzem e regulam a formacdo de aderéncias. Os resultados
obtidos neste trabalho mostram que o extrato aquoso da propolis verde talvez
possa ser um candidato a prevencao de aderéncias por modular os componentes

inflamatorios, angiogénico e fibrogénico nessa patologia.
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A prépolis € um produto natural, caracteristica essa cada vez mais
valorizada pelas indastrias farmacéuticas e pela Organizacdo Mundial de Saude,
e possui efeitos sobre processos patoldgicos onde inflamacédo, angiogénese e
fibrogénese coexistem, modulando esses eventos, muito embora estudos mais

aprofundados ainda sejam necessarios.
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