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RESUMO

A angiogénese consiste na forma¢do de novos vasos sanguineos, a partir de outros vasos ja
existentes. E um processo que pode ocorrer de forma patolégica, atuando na progressdo de
diversas doencas inflamatérias como, por exemplo: psoriase, endometriose, entre outras. Neste
trabalho objetivou se avaliar os efeitos da propolis vermelha na angiogénese em modelo de
implante de esponja em bolsa jugal de hamster. Foram utilizados 48 animais divididos em 8
grupos. Os grupos I, II, III e IV (propolis vermelha 100 mg/5 ml/kg — celecoxibe 20 mg/kg—
goma arabica 1% APS5 ml/kg —4gua 5 ml/kg, respectivamente) receberam as substancias por 15
dias antes e 10 dias a partir do implante da esponja. Os grupos V, VI, VII e VIII (prépolis
vermelha 100 mg/5 ml/kg — celecoxibe 20 mg/kg— goma arébica PA 1% 5 ml/kg —4gua 5 ml/kg,
respectivamente) foram tratados por 10 dias a partir do implante da esponja. A angiogénese foi
avaliada por meio da determinagdo da area vascular média (AVM) em pixels (px) e em termos
percentuais (%). No estudo dos grupos L, I, III e IV ndo foram verificadas diferencas estatisticas
significantes entre os grupos nem para valores AVM (px) (F =2,6712; p = 0,0752) e nem para
valores AVM (%) (F =2,6711; p = 0,0752). No estudo dos grupos V, VI, VII e VIII ndo foram
verificadas diferencas estatisticas significantes entre os grupos nem para valores AVM (px) (F
= 0,6255; p = 0, 6069) e nem para valores AVM (%) (F = 0,6255; p = 0,6069) e ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significantes entre os grupos experimentais e seus controles.
Na andlise da inflamagdo (qualitativa), ocorreu reducdo de mastocitos no grupo I em relagio ao
grupo IV (controle) com diferenca estatistica significante (p = 0,013). Na analise quantitativa,
ocorreu reducao no nimero de vasos sanguineos no grupo I em relagdo ao grupo IV(controle)
com diferenca estatistica significante (p = 0,007); ocorreu aumento no numero de macroéfagos
do grupo I em relagdo aos demais grupos (II, III e IV) com diferenga estatistica significante (p
=0,001). A propolis vermelha inibiu a angiogénese quando administrada prévia e continuada-
mente apés o implante. A propolis vermelha possui efeitos imunomodulatérios em células in-
flamatorias (mastocitos e macrofagos).

Palavras-chave: Inibidores da Angiogénese. Propolis. Inflamagdo. Mesocricetus.



ABSTRACT

Angiogenesis consists in formation of new blood vessels from other vessels already existing. It
is a process that can occur in a pathological way, acting in the progression of several inflam-
matory diseases such as psoriasis, endometriosis, among others. This work aimed to evaluate
the effects of red propolis on inflammatory angiogenesis in a model of sponge implant in a
hamster cheek pouch. We used 48 animals divided into 8 groups. Groups L, II, IIT and IV (were
treated with red propolis 100 mg/ 5 ml/ kg - celecoxib 20 mg / kg - gum arabic 1% AP 5 ml/
kg - water 5 ml / kg, respectively) for 15 days before and 10 days after the sponge implant.
Groups V, VI, VII and VIII (were treated with red propolis - 100 mg / 5 ml / kg - celecoxib -
20 mg / kg -Arabic gum AP 1% -5 ml / kg -water- 5 ml / kg, respectively) for 10 days from the
sponge implant. Angiogenesis was evaluated by determining the mean vascular area (AVM) in
pixels (px) and in percentage terms (%). In the study of groups I, 11, III and IV, no statistically
were found significant differences between the groups for AVM (px) (F =2.6712; p =0, 0752)
nor for AVM (%) values (F=2.6711, p =20, 0752). In the study of groups V, VI, VII and VIII,
there were no statistically significant differences between the groups or AVM (px) values (F =
0.6255; p=0, 6069) or AVM (%) values (F=10.6255, p=0, 6069) and no significant statistical
differences were found between the experimental groups and their controls.

In the analysis of inflammation (qualitative), there was a decrease of mast cell in group I com-
paring to group IV (control) with a significant statistical difference (p = 0, 013); there was a
decrease of blood vessels number in group I comparing to group IV (control) with significant
statistical difference (p = 0, 007); there was an increase of macrophages number of group I
comparing to the other groups (II, Il and IV) with significant statistical difference (p =0, 001).
Red propolis inhibited angiogenesis when administered prior to and continuously after implan-
tation. Red propolis has immunomodulatory effects on inflammatory cells (mast cells and mac-
rophages).

Keywords: Angiogenesis Inhibitors. Propolis. Inflammation. Mesocricetus.
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1 INTRODUCAO
1.1 Angiogénese
A angiogénese consiste na formagao de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-

existentes (GUO et al., 2017), ilustrada na figura 1.

Figura 1- Angiogénese

‘ Angiogénese

Fonte: (Adaptado de YOO; KWON, 2013).
Legenda: 1) Fatores angiogénicos se ligam aos seus receptores; 2) Degradagdo da membrana basal; 3) Proliferacéo
e migracdo de células endoteliais, 4) Formagdo e remodelag@o do neovaso;5) Estabilizagdo do novo vaso formado.

Os vasos sanguineos sao fundamentais para o transporte de gases, nutrientes e retiradas
de elementos toxicos do organismo. A formacao dos vasos sanguineos inicia-se durante o pe-
riodo embrionario com os mecanismos de vasculogénese e angiogénese (RISSAU, 1991).

Para que ocorra o fendmeno da angiogénese ¢ necessario que antes acontega 0 processo
de vasculogénese. A vasculogénese decorre de uma tUnica célula primitiva, o angioblasto, que
durante o periodo embrionario, sofre diferenciacdo e aderéncia por parte de células primitivas
endoteliais formando o plexo vascular inicial (RISSAU, 1995). Posteriormente esse plexo sofre
expansao, remodelacdo e estabilizagdo (CARMELIET, 2003).

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1787 pelo cirurgido Dr. John
Hunter, em que foi descrito o crescimento de vasos sanguineos em chifres de renas (CARME-
LIET, 2005). Outros autores indicam que Rudolf Steine em 1900 foi o primeiro a publicar o
termo angiogénese em um trabalho sobre suprarrenais (COOKE, 2001), outros ja relatam que
o primeiro foi Arthur Tremanh Herting em 1935, em um trabalho sobre placenta (AUSPRUNK;
FOLKMAN, 1977).

A angiogénese pode ocorrer por trés mecanismos diferentes: brotamento, intussuscep-
¢do e formacdo de pontes celulares. No brotamento, as células do endotélio migram para o

espaco extravascular formando brotos lateralizados. Na intussuscep¢ao, ocorre invaginagdo da
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parede do vaso através de células periendoteliais, dividindo o vaso em duas partes longitudinais.
Na formagdo de pontes celulares, ocorre a formagdo de vasos unicos através das pontes tran-
sendoteliais que fracionam a luz vascular, formando canaliculos que se desprendem formando
novos vasos (CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001; DVORAK, 2003).

Esse processo ocorre em situacdes fisiologicas e patoldgicas (GUO et al., 2017). De
forma fisioldgica ocorre na cicatrizagdo tecidual, no sistema de reprodugdo feminino, no desen-
volvimento embrionario € na formacao de vasos colaterais em Orgaos que apresentam regioes
isquémicas (KARAMAN et al., 2017). A angiogénese patologica se manifesta pela formagao
de neovasos de forma deficiente ou excessiva (CARMELIET, 2005) e decorre do aumento da
atividade de moléculas estimuladoras ou por queda da atividade dos inibidores (ZETTER,
2008). Um fino balango entre moléculas que estimulam e inibem a formacao do novo vaso,
ilustrado na figura 2, ¢ responsavel pela regulagdo deste processo (FOLKMAN; KLAGS-
BRUN, 1987).

Figura 2- Regulacdo da Angiogénese

Estimuladores Inibidores
Angiopoetina Angiostatina
Fator de crescimento fibroblastico : Antitrombina IIT
Fator de crescimento de hepatocito Endostatina
Interferon

Fator de crescimento derivado de plaqueta

) ) Interleucina 12
Fator de crescimento endotelial vascular

2- Metoxiestradiol

Interleucina 8

Fonte: (Adaptado de ZETTER, 2008).

Dentre os mediadores quimicos da angiogénese destaca se o fator de crescimento endo-
telial vascular (VEGF) que ¢ a molécula angiogénica mais potente. E um mitogénico para cé-
lulas endoteliais provenientes de artérias, veias e vasos linfaticos. Atualmente se conhecem seis
formas de VEGF (A, B, C, D, E ¢ o fator de crescimento placentario (PIGF). De um tinico gene
varias isoformas de VEGF podem ser geradas (VEGF 121, 165, 189, 206, 145, 183) (TISCHER
etal., 1991; FERRARA, 2001; LONGO et al., 2002).

O VEGF A ¢ responsavel pela angiogénese (LONGO et al., 2002) e sua interagdo com
os receptores VEGFR1 estimula a migracao celular; e VEGFR2 sinaliza para a ocorréncia de
mitogénese, permeabilidade e a sobrevida das células endoteliais de capilares sanguineos
(KARAMYSHEVA, 2008). A permeabilidade aumentada pelo VEGF ligado ao seu receptor

permite que a célula endotelial capte a molécula do limen e a transporte em pequenas vesiculas



20

para o ablimen. Isso também ocorre pelas jungdes pericelulares em casos de hiperpermeabili-
dade vascular cronica, como a encontrada nos tumores ¢ em doengas inflamatdrias (DVORAK
et al., 1996; DVORAK, 2003).

O fator 1 induzido por hipdoxia (HIF-1) regula a expressao de VEGF e ¢ composto por
duas subunidades, fator 1 alfa induzido por hipdéxia (HIF-1a) e fator 1 beta induzido por hipdxia
(HIF-1B). A atividade bioldgica do HIF-1 depende da quantidade de HIF -1a que na maioria
das vezes ¢ regulada pela tensao de oxigénio. Uma queda na concentracao de O> € um aumento
na concentracao intracelular de HIF -1a, que ¢ uma proteina reguladora, estimula a transcrigao
do gene VEGF que atua sobre as células do endotélio, levando a proliferagdo das mesmas, bem
como a produgdo de proteases e formagdo de brotos. As células das extremidades dos brotos
captam o gradiente de VEGF e se movem na direcdo da fonte deste. Quando os neovasos estao
formados e a concentracao de O2 se normaliza, a atividade do HIFI -1a diminui e a produgdo
de VEGF ¢ finalizada e a angiogénese terminada. No tecido normal, oxigenado, a degradagao
de forma continua da proteina HIF -1o mantém a concentracdo da mesma baixa. Na presenca
de Oz, uma enzima que necessita de Oz, modifica a HIF -1a de modo que ela seja alvo para
degradagao (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003).

Dentre os estimuladores temos também, as angiopoetinas 1 e 2 (ANG1 e ANG2) que
sdo responsaveis pela estabilizagdo vascular ao se ligarem ao receptor tirosina quinase tie 2
(TIE2) e promoverem a sobrevida endotelial, através do recrutamento de pericitos. Os fatores
de crescimento de fibroblastos sdo descritos como indutores de angiogénese e estimulam a pro-
liferacao e diferenciacdo de células do endotélio (EICHORN et al., 2007). O fator de cresci-
mento de hepatocito, foi inicialmente descrito como fator de agdo especifica no figado. Atual-
mente ¢ conhecido que esse fator atua como mitogénico em diversos tipos celulares (JESUS;
WAITZBERG; CAMPOS, 2000). O fator de crescimento derivado de plaquetas funciona como
mediador regulando a migragdo, proliferacao e sintese de matriz de células endoteliais (PON-
TUAL; MAGINI, 2004). A interleucina-8 (IL-8), que ¢ um fator de ativagdo de neutrdfilos, €
também um agente angiogénico potente (ARICI et al., 1996).

Dentre os inibidores ha a angiostatina que tem efeito inibitério na matriz extracelular,
reduzindo a migragao e invasao de células endoteliais; a endostatina € um proteoglicano encon-
trado na parede do vaso, inibe a migragdo, levando a apoptose (EICHORN et al., 2007). Os
interferons foram os primeiros reguladores endogenos antiangiogénicos identificados e inibem
a secrecdo do fator de crescimento de fibroblastos (LINDNER, 2002). O 2 metoxiextradiol (2-
ME), atua inibindo a prolifera¢ao de células endoteliais (YUE et al., 1997).

O desequilibrio da atividade molecular entre estimuladores e inibidores da angiogénese
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contribui para o desenvolvimento de diversas doengas neoplasicas, inflamatorias (psoriase, en-
dometriose), isquémicas (isquemia cardiaca), infecciosas e imunitarias (artrite reumatoide)
(CARMELIET, 2005).

A angiogénese patologica ¢ responsavel pela progressao de doengas inflamatérias como

exemplifica o quadro 1, que podem ser tratadas inibindo ou estimulando a angiogénese.
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Quadro 1 — Doengas trataveis com a terapia de estimuladores e inibidores de angiogénese

INIBIDORES DE
ANGIOGENESE

Alzheimer !
Artrite reumatoide 2
Artropatia hemofilica 3

Asma 4

Aterosclerose °
Degeneracéo macular relacio-
nada a idade®

Dermatite atopica ’

Doengca inflamatéria intestinal 8
Doenga renal cronica °
Endometriose '

Esclerose multipla '
Espondiloartrite '

Nefropatia diabética '3

Neoplasias !4

Pré eclampsia 1°
Psorfase '

Retinopatia diabética 7

Encefalomielite autoimune '8

MOLECULA

VEGF
VEGF
VEGF
VEGF

HIF
VEGF -A

(TNF), interleucinas

(IL -8 ¢ IL-17),VEGF,

HIF, angiopoietinas

VEGF
VEGF
VEGF
VEGF
VEGF

Bloqueadores de re-
ceptores de angioten-
sina

VEGF

IL -6

VEGF
VEGF
VEGF

ESTIMULADORES DE MOLECULA
ANGIOGENESE

Cicatrizagdo !° PDGF
Doenga arterial periférica®®  HGF

Doengas neurodegenerativas?’  VEGF
Infarto do miocardio 2 Células progenitoras

cardiacas

Fonte: Elaborado pela autora.

1(ECHEVERRIA et al., 2017); 2 (LU et al., 2017) ;3 (AGAPIDOU et al., 2016); 4(HOSHINO; NAKAMURA
, QUTAYBA , 2001); 5(CAMARE et al., 2017) ; 6(SUN et al., 2017); 7(RICHARZ; BOADA ;CARRASCOSA,
2017); 8 (ALKIM et al., 2015) ;9(BALLERMANN; OBEIDAT, 2014) ;10( LI ef al., 2016);11(LENGFELD; CU-
TFORTH; AGALLIU ,2014) ;12(ELSHABRAWY et al., 2015) ; 13(BEHL; KOTWANI , 2017) ; 14(PINHO,
2005) ; 15(KWIATKOWSKI et al., 2016); 16(MARINA et al., 2015) ; 17(ROMERO-AROCA et al., 2016)
:18(MACMILLAN et al., 2014);19(MENDONCA; COUTINHO- NETTO, 2009) ;20(SUZUKI et al., 2016)
:21(ECHEVERRIA e al., 2017);22(LI et al., 2017).

Os estudos sobre angiogénese desenvolveram-se de forma plena quando Folkman for-

mula a hipdtese, que a supressao do aporte sanguineo, conseguiria inibir ou reduzir o cresci-

mento tumoral (EICHHORN et al., 2007), prevendo a descoberta de inibidores de angiogénese

(FOLKMAN, 1971). Grande parte do conhecimento atual deve se ao pesquisador Judah Folk-

man, pioneiro no estudo da angiogénese (PINHO, 2005).
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Atualmente, algumas doencas ja se beneficiam do uso de inibidores de angiogénese em
sua terapéutica, como por exemplo, o uso dos inibidores: bevacizumabe, pegaptanibe e ranibi-
zumabe, que inibem angiogénese, via VEGF, na degeneracao macular relacionada a idade
(BRATS, 2008).

1.2 Inflamacgao

A inflamacdo consiste em um mecanismo de defesa fisiologico do corpo, e é caracteri-
zada por rubor, edema, calor, dor e perda de funcao; esse processo € responsavel por iniciar o
ataque a agentes patogénicos e por favorecer o processo de cicatrizacao, restaurando a homeos-
tase (CALDER et al., 2009). Os quatro primeiros sinais da inflamag¢do foram nomeados por
Celso na Roma Antiga e o ultimo por Galeno (HURLEY, 1972). Apesar do reconhecimento da
inflamacdo como parte do processo de cicatrizagdo, até o final do século XIX, a mesma era
vista como um fendmeno indesejavel que poderia ser prejudicial ao hospedeiro. Entretanto, a
partir do trabalho de Metchnikoff e outros pesquisadores, a contribui¢do da inflamagao para o
corpo nos processos de defesa e reparo foi reconhecida (PUNCHARD; WHELAN; ADCOCK,
2004).

A inflamagao decorre de estimulos, como a agentes infecciosos (virus, bactérias), fisicos
(corpos estranhos) ou quimicos (drogas), liberando varios mediadores inflamatorios através de
c¢lulas imunes, como neutréfilos, macréfagos e linfocitos (SHRIHARI, 2017).

Estes mediadores quimicos sao moléculas responsaveis por modular os fendmenos vas-
culares e celulares que decorrem da inflamagdo. Sao de dois tipos: derivados de células e deri-

vados do plasma sanguineo, descritos no quadro 2.
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Quadro 2— Mediadores quimicos do processo inflamatério

DERIVADOS DE CELULAS DERIVADOS DO PLASMA
Histamina Sistema complemento
Serotonina (aminas vasoativas) Cininas

Prostaglandinas Fatores da coagulagdo
Leucotrienos

Lipoxinas (metabolitos do acido araquidonico)

Fator de necrose tumoral,

Quimiocinas

Espécies reativas do oxigénio

Oxido nitrico

Enzimas lisossdmicas dos leucocitos

Neuropeptidios

Fonte: Elaborado pela autora. (Adaptado de KUMAR et al., 2008; RIDIANDRIES et al., 2017).

O processo inflamatorio ¢ classificado em agudo e cronico. A inflamagdo aguda ¢ ca-
racterizada pelo recrutamento de leucécitos da circulacao, classicamente definido pelo trafico
inicial de granuldcitos polimorfonucleares, seguido de mondcitos que se diferenciam local-
mente em macréfagos (LAWRENCE; GILROY, 2007). E considerado um processo auto limi-
tado (WANG; DUBOIS, 2015). E iniciada no local da lesdo pela liberagdo de mediadores pro-
inflamatérios tais como aminas e citocinas bioativas: fator de necrose tumoral (TNF) e inter-
leucina 1(IL-1) (CHAPMAN et al., 2013).

Atualmente, ja ¢ conhecido que as quimiocinas promovem a angiogénese induzida por
inflamacgao, sendo assim a inibi¢do das mesmas, atenuam a angiogénese patologica enquanto
que preservam a angiogénese fisioldgica, através da regulacao condicional do VEGF e do fator
1 induzido por hipoxia (RIDIANDRIES et al., 2017).

A interacdo entre células endoteliais ativadas e o sistema imune inato € um requisito
para a ocorréncia de resposta inflamatoria aguda, que ¢ um processo breve, intimamente ligado
ao processo de reparo, e que, quando persistente, pode tornar-se um processo cronico (MUEL-
LER, 2008).

A inflamagdo cronica resulta da persisténcia do estimulo de iniciagdo com a ativagao
associada de linfocitos e macrofagos. E nessa ocasido que o estimulo persistente de ativagio
das células endoteliais pode gerar brotamento capilar — angiogénese (ARROYO; IRUELA-
ARIPSE, 2010), demonstrado na figura 3.
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Figura 3 — Etapas progressivas da angiogénese inflamatoria.

/ 4.1
— — — =
1 2 3 4

Fonte:(Adaptado de ARROYO; IRUELA-ARISPE, 2010)

Legenda: (1) Vasculatura quiescente. (2) A inflamagdo de forma sistémica ou local estimula a angiogénese, au-
mentando a permeabilidade vascular e desestabilizando as jungdes das células endoteliais. (3) Prote6lise da matriz
extra celular pela célula endotelial durante o brotamento capilar induzido por estimulos inflamatorios. (4) Interacao
de forcas mecanicas e sinalizacdo de fatores de crescimento durante a angiogénese mediada por inflamacao. A
angiogénese induzida por inflamagdo pode ter dois destinos: 4.1 continuagdes da neovascularizagdo e inflamacao
cronica; 4.2 regressao da vasculatura e reparo tecidual.

O dano excessivo nos tecidos contribui para a inflamacgao continua, falha nos processos
de reparo, desregulados com angiogénese e fibrose formando um ciclo continuo. Enquanto a
inflamagao aguda ocorre com frequéncia e esta contida inteiramente ao nivel local, a inflamacao
cronica envolve uma resposta sistémica (CHAPMAN et al., 2013).

Na cicatrizacao de lesdes cutaneas, o grau de angiogénese frequentemente se correlaci-
ona com a resposta inflamatoria, em grande parte devido as células inflamatorias produzirem
em abundancia mediadores pré angiogénicos. A diminuicdo seletiva da angiogénese inflamato-
ria ¢ sugerida como forma de melhorar a cicatrizagdo. Uma vez que a inflamagao excessiva
produz um leito capilar denso, mas com uma perfusao ineficaz, resultando em uma cicatrizacao

ineficiente (DIPIETRO, 2016).

1.3 Esponja
Em 1951, foi relatado o uso de esponja para implantes em cirurgia, utilizando um mo-

delo de implantagdo subcutanea (GRINDLAY; WAUGH, 1951). Em 1975, foi desenvolvido o
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modelo para estudo de inflamagdo aguda por implante de esponja (implante de trés esponjas
em ambos os lados da linha média na regido toracica e lombar em ratos) (WIENER ez al., 1975).
Posteriormente em 1987, esse modelo foi modificado, através da realizagao de implante de es-
ponja no dorso animal para estudo in vivo quantitativo de angiogénese, utilizando uma canula
anexa ao implante para administracdo de substancias teste (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987),
ilustrada na figura 4.

Figura 4- Modelo de implante de esponja para estudo da angiogénese em rato.

Esponja estéril com canula
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Implante subcutaneo da esponja Yy ‘.‘-‘\ S
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Fonte: (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987)

O modelo de implante de esponja ¢ utilizado para o estudo da angiogénese inflamatoria,
uma vez que o implante da esponja funciona como estimulo fisico e de trauma tissular, propi-
ciando a liberagdao dos mediadores inflamatodrios, ocorrendo assim a angiogénese (CAMPOS et
al., 2006). Para estudar a angiogénese inflamatodria foi escolhido o modelo de implante de es-
ponja descrito por Andrade e colaboradores (1987), adaptado para bolsa jugal de hamster.

O modelo de implante de esponja para estudo de angiogénese consiste em um modelo
quantitativo e reproduzivel para avaliagdao da angiogénese (ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987),
apresentando precisdo na avaliagdo as respostas angiogénicas e fibrogénicas, in vivo, proporci-
onando um espago para a modulacdo do ambiente onde ocorre a angiogénese de forma a otimi-
zar e adaptar a caracterizagdo de elementos essenciais e sua atuagdo na formagao de vasos san-

guineos em condi¢des fisioldgicas e patoldgicas, como por exemplo, em quadros inflamatorios
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(ANDRADE; FERREIRA, 2016).

O implante de esponja permite avaliar cicatrizagdo, metabolismo de colageno, deposi-
¢ao de fibronectina, proliferacado celular, tecido de granulagao, acumulo de neutrofilos e macro-
fagos dentro da esponja (ANDRADE; FERREIRA, 2009). Entretanto, algumas dessas reacoes
podem ser decorrentes do material implantado e ndo pela substancia teste ou substancia inocu-
lada na esponja. Os implantes podem formar células gigantes de corpo estranho, que produzem
citocinas pré angiogénese, ocasionando interferéncias nos resultados dos testes (STATON;
REED; BROWN, 2009).

As esponjas implantadas podem ser de diversos tipos de materiais: coldgeno (LIDEN-
BAUM et al., 1989), poliéster poliuretano (CASTRO et al., 2012), esponja de alcool polivinil
(DIEGELMANN et al., 1996), polietileno (WALSH et al., 1997).

O quadro 3, demonstra alguns trabalhos onde esponjas foram implantadas em animais

tratado com propolis.

Quadro 3-Trabalhos usando esponja e propolis.

SUBSTANCIA ACAO AUTOR

Propolis verde Modulagdo da propolis na angiogé- LIMA et al., 2014
nese inflamatdria

Propolis verde Inibigdo de angiogénese inflamato- MOURA et al., 2011
ria

Propolis vermelha Imunomodulacao sobre a reacdo in- BARRETO, 2008

flamatoria, melhora na cicatrizacao
por segunda inten¢cdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4 Propolis

A propolis consiste em um material natural resinoso, produzido por abelhas (Apis meli-
fera), conforme a vegetacao que cerca a colméia, resultante da interagcdo com enzimas salivares
da abelha, polen e ceras, (figuras 5 e 6) (HUANG et al., 2014). A propolis apresenta variadas
cores: verde, vermelha, marrom, entre outras, sendo composta por 50% de resina, 30% de
cera,10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de outras substancias (SILVA CARVALHO;
BALTAZAR; ALMEIDA AGUIAR, 2015).

A propolis ¢ utilizada no revestimento interno das colméias, protegendo-as da entrada
de elementos estranhos, mantendo a umidade e protegendo a colméia contra microorganismos
(TORETI et al., 2013). Na antiguidade o uso da propolis remonta ao ano 1700 A.C, onde era

utilizada na Medicina popular em diferentes lugares do mundo, como por exemplo no Egito no
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embalsamento dos mortos, na Grécia e Roma era usada como agente cicatrizante, antisséptico
e analgésico (PEREIRA ef al., 2015), na Pérsia era usada no tratamento de eczemas, mialgia e
reumatismos, enquanto que os povos Incas a usavam como antipirético (MOREIRA; ROGAO;

ESTEVINHO, 2011).

Figura 5 - Apis meliffera no exsudado resinoso vermelho de D. ecastophylium

Fonte:(MAGALHAES et al., 2011).

Figura 6-Exsudado

Fonte:(MAGALHAES et al., 2011).

A propolis possui importantes atividades bioldgicas: antioxidante (COSTA et al., 2015;
ESPINOSA et al., 2015; BARBOSA et al., 2016; SILVA et al., 2017; DANTAS et al., 2017),
anti-inflamatoria (FANG et al., 2013; BUENO-SILVA et al., 2015; FRANCHIN et al., 2016),
antitumorais (BEGNINI ez al., 2014; PINHEIRO et al., 2014; MENDONCA et al., 2015), imu-
nomodulatoéria, antibacteriana (BUENO SILVA et al., 2013; INUI et al., 2014; GRENHO et al.,
2015; KUMAR et al.,2015; LOPEZ et al., 2015; REGUEIRA et al., 2017), antifingica (SILVA
etal.,2015; PIPPl et al., 2015; SIQUEIRA et al., 2015; NEVES et al., 2016), analgésica, anti-
viral, anestésica, antiparasitaria (SFORCIN, 2016; OMAR et al., 2016; NASCIMENTO et al.,



29

2016 ), atividade cardioprotetora (DALEPRANE; ABDALLA, 2013; SILVA et al., 2015), an-
tiangiogénica (DORNELAS et al., 2012; MENEGHELLI et al., 2013), quimiopreventiva
(DORNELAS et al., 2012; FRANCHI et al., 2012; DORNELAS et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2015), cicatrizante (SAXENA et al., 2011; ALMEIDA et al.,2013; JACOB et al., 2015 HOZ-
ZEIN et al., 2015) antiobesidade (SHIN ez al., 2014).

A prépolis vermelha ¢ encontrada no estado de Alagoas, no nordeste brasileiro e ¢ ca-
racterizada como sendo o décimo terceiro tipo de propolis, devido a sua origem botanica (fa-
milia Leguminosae) diferente dos demais tipos (TELES ez al., 2015). A propolis vermelha apre-
senta uma composi¢do quimica diferenciada, possuindo propriedades farmacoldgicas impor-
tantes que sdo relacionadas diretamente a seus compostos isolados: vestitol, neovestitol, quer-
cetina, medicarpina, formononetina , polifen6is (MOSSALAYT et al., 2014), flavonoides, que
também sao responsaveis pela atividade antioxidante da propolis vermelha (MENDONCA et
al.,2015), pinocembrina, biochanina A (BARBOSA et al., 2016) estéres, aminoacidos, podendo
atingir diversos alvos terapéuticos (FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016). A constitui¢cao
quimica de cada tipo de préopolis e suas propriedades bioldgicas relacionam-se diretamente a
sua origem botanica e geografica (DALEPRANE; ABDALLA, 2013; MACHADO et al.,
2016).

A tipificacdo da propolis originaria do Brasil foi proposta para padronizar a propolis,
consistindo em um processo de identificacdo e quantificacdo quimica de compostos presentes
em maior propor¢ao em amostras de propolis de diferentes regides brasileiras, através da pre-
senca de marcadores selecionados como sendo proprios da propolis brasileira, usando a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (MARCUCCI, 2006).

O quadro 4 exemplica a aplicagcdo do uso da propolis em diferentes doengas inflamato-

rias que dependem da angiogénese para sua progressao.
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Quadro 4-Pesquisas translacionais de modelos animais e atividade biologica da prépolis vermelha em doencas

inflamatorias dependentes de angiogénese

DOENCAS INFLAMATORIAS MODELO ANIMAL ATIVIDADE BIOLOGICA DA PROPOLIS
Artrite ! Modelo de artrite induzida por colageno em ratos  Anti-inflamatoria

Aterosclerose 2 Modelo de aterosclerose em ratos Anti-inflamatoria, antiangiogénica
Cicatrizagdo cutinea 3 Modelo de reparo tecidual em ratos Anti-inflamatoria

Doenca inflamatoria intestinal 4 Modelo de colite ulcerativa em ratos Anti-inflamatéria

Doenga renal cronica ° Modelo de ablagdo renal em ratos Anti-inflamatdria, anti-hipertensiva
Esclerose multipla © Modelo de encefalomielite auto imune em ratos Antioxidante, anti-inflamatéria

Esteatose hepatica ’ Esteatose hepatica em ratos Antioxidante, anti-inflamatéria

[nfarto do miocardio * Modelo de isquemia e reperfusdo em ratos Antioxidante, anti-inflamatoéria

Psoriase ° Modelo de psoriase em ratos Anti-inflamatéria

Fonte: Elaborado pela autora

I(FRANCHIN et al., 2016); 2(DALEPRANE et al., 2012); 3(CORREA etal., 2017); 4BEZERRA et al., 2017)
S(TELES et al.,2015); 6(ILHAN et al., 2004); 7(KISMET et al., 2017); 8(OZER; PARLAKPINAR; ACET, 2004);
9(LEDON et al., 1997).

1.5 Extracao da Propolis

Devido as variadas propriedades da propolis, seus constituintes tém sido amplamente
utilizados em diversos produtos (SILVA et al., 2016), e para que isso seja possivel ¢ necessario
produzir os extratos a partir da propolis em seu estado bruto. A propolis in natura apresenta
substancias soliveis em 6leo ou em agua e também soluveis nestes dois solventes a0 mesmo
tempo (KONISHI et al., 2004).

A maior parte dos compostos da propolis apresenta solubilidade em 6leo, por isso, o
método de extragdo de propolis mais empregado utiliza o dlcool etilico hidratado como solvente
(extrato hidroalcodlico). Este solvente ¢ aplicado, pois a propolis demonstra uma baixa solubi-
lidade em agua, tendo em vista as propriedades apolares da maior parte das substancias que a
constituem. Entretanto, o extrato hidroalcodlico pode causar reagdes adversas decorrentes do
uso do alcool como solvente (MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010). Na extracao hidroal-
codlica, ¢ utilizado etanol e 4gua destilada. A concentracdo de etanol usada pode variar de 40%
a 70% (SUZUKI, 2000).

O método consiste em adicionar a propolis a um determinado percentual de etanol por
um periodo de tempo. Logo ap6s o extrato liquido € centrifugado e o sobrenadante ¢ separado
e diluido para se obter a concentragao final de extrato de propolis etandlico (BARBARIC et al.,
2011). Outra maneira ¢ utilizar o extrator Soxhlet. Nesse método de extragdo, a amostra ¢ aque-
cida a cerca de 70°C. O élcool etilico fica em refluxo continuo até que o solvente, ao passar

pelo sifao do Soxhlet, fique incolor. A metodologia foi adaptada para a extragdo da propolis
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brasileira (MARCUCCI, 1994, 1995).

A extragdo aquosa de propolis consiste em macerar a propolis que se encontra em estado
solido. Posteriormente adicionar dgua destilada e colocar essa mistura em agitagao (agitador
magnético) durante um determinado periodo de tempo. Em seguida, o extrato aquoso passa por
filtragdo (KHAYYAL; EL-HAZEK; EL-GHAZALY, 2015).

Como um importante método alternativo para obter extrato de propolis, temos a extragao
com fluido supercritico (SFE), usando o didxido de carbono (CO»), como fluido. A técnica ba-
seia se na diluicdo da propolis bruta em didxido de carbono ligiiefeito, em um determinado
tempo, reduzindo a pressado até o valor inicial fazendo com que o CO- retorne ao estado gasoso.
O residuo desse processo ¢ o componente util da propolis dissolvida (SUZUKI, 2000). Esse
método ¢ vantajoso em relagdo aos métodos convencionais de extragao da propolis, possuindo
maior seletividade, reduzindo o uso de solventes organicos e otimizando o valor biolégico dos
extratos obtidos (MACHADO et al., 2016).

Novos métodos de extragdo da propolis com baixo teor alcodlico ou isentas de alcool
sdao propostos. Dentre as quais, destaca-se o extrato de propolis obtido com 6leo vegetal de
canola. Entretanto, esta possibilidade apresentou rendimento inferior € menores teores de subs-
tancias fenolicas em comparagdo com os extratos hidroalcoolicos (BURIOL et al., 2009).

Também ¢ relatado a utilizagdo do extrato de propolis em solugdo de goma ardbica. A
técnica consiste em obter, previamente, o extrato etanolico de propolis e, posteriormente solu-
bilizar em goma arabica em uma concentragdo de 1% (NIRALA; BHADAURIA, 2008).

Diversos trabalhos ja usaram a suspensdo aquosa de propolis em goma ardbica a 1%
(SHUKLA; BHADAURIA; JADON, 2004) e a partir desse método foram verificados diversos
avancos como, por exemplo, resultados positivos contra a toxicidade induzida por merctrio
(BHADAURIA et al., 2008; ZHAO et al., 2009) potencial hepatoprotetor do extrato de propolis
contra a lesdo cronica induzida por tetracloreto de carbono (BHADAURIA; NIRALA;
SHUKLA, 2007; BHADAURIA; NIRALA; SHUKLA, 2008; BHADAURIA, 2012), potencial
curativo da préopolis contra a lesdo hepatorrenal induzida por acetominofeno (BHADAURIA;
NIRALA, 2009) e efeitos benéficos na terapia combinada contra a toxicidade sistémica indu-

zida pelo berilio (NIRALA et al., 2008)

1.6 Hamster
O hamster, também conhecido como hamster sirio dourado, pertence a ordem Rodentia,
familia Cricetidae, género Mesocricetus e espécie Auratus. Possui corpo compacto e cauda

muito curta. Seu comprimento, quando adulto, situa-se em torno de 15 cm a 17 cm. Possuem
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peso médio de 90 a 125g e 95 a 140g para machos e fémeas adultas, respectivamente; Tempe-
ratura corpérea média de 37,4°C, frequéncia respiratoria média de 80 movimentos por minuto
e freqliéncia cardiaca que varia de 350 a 410 batimentos por minuto (ALONSO et al., 2007).

Apresentam bolsas jugais que sdo invaginagdes bilaterais que t€ém aberturas na cavidade
bucal e se estendem dorso-caudalmente, sob a pele dos ombros. No animal adulto, quando ex-
pandida, cada uma delas mede 4,0 cm - 5,0 cm de comprimento, aproximadamente 1,0 cm de
largura e 0,4 mm de espessura. A principal fun¢do da bolsa jugal ¢ o armazenamento de ali-
mentos, sendo altamente distensiveis e ao serem evertidas, assumem um aspecto sacular (HO-
CHMANN et al., 2003). O epitélio ¢ plano estratificado, composto por camada basal de células
cubdides, camada espinhosa com um a trés niveis de células, camada granulosa composta por
um a dois niveis de células achatadas e extrato corneo homogéneo e densamente corado pela
hematoxilina-eosina (WHITE; GOHARI, 1981). Esse epitélio ¢ sustentado pelo tecido conjun-
tivo denso, onde repousa tecido conjuntivo frouxo, altamente vascularizado. O tecido conjun-
tivo frouxo une a parede externa da bolsa as estruturas adjacentes, permitindo que ela seja fa-
cilmente evertida em animais anestesiados, facilitando a sua utilizagdo em estudos experimen-
tais (BARKER; BILINGHAM, 1977; HARDY et al., 1986).

A bolsa jugal ndo apresenta circulagdo linfatica, uma vez que as atividades especificas
dos linfocitos, como o reconhecimento de antigenos e a interacdo com outras células, ocorrem
nos 6rgdos linféides secundérios. Essa auséncia resulta em bloqueio da resposta imune, o que
define a bolsa jugal como “sitio imunologicamente privilegiado” (ARRUDA; NOGUEIRA;
BORDON, 2002).

Desde a sua introdug¢do como animal de laboratério na década de 1930, quando inicial-
mente foram capturados nas proximidades de Aleppo, no noroeste da Siria (TREFNA ef al.,
2017) os hamsters foram utilizados como modelo animal em variadas areas de pesquisa, pois
seus aspectos fisiologicos e balanco energético sao mais préximos aos parametros dos humanos
do que muitos outros tipos de roedores (ROSS et al., 2017).

Roedores, como o hamster (Mesocricetus auratus), sao usados na pesquisa das mais
diversas doengas, como exemplo: doenca do Ebola (CLAIRE et al., 2017), pancreatite (WANG
etal. 2016).

. A espécie também ¢ utilizada em estudo experimental de infec¢des mistas por Leish-
mania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum (CELESTE et al., 2017), em estudo sobre
hiperlipidemia (ZHAO et al., 2017) ciclo circadiano (MENDOZA-VIVEROS et al., 2017),
sendo tteis no desenvolvimento de modelos animais como exemplo, o modelo de pequeno ani-

mal para doencas infecciosas emergentes (WARNER; SAFRONETZ; KOBINGER, 2017).
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Diversos trabalhos ja foram desenvolvidos e modelos animais estabelecidos em bolsa
jugal de hamster como exemplo: estudo sobre carcinoma escamoso induzido por antraceno de
7,12-dimetilbenzo em hamsters sirios dourados (BABUKUMAR et al., 2017), carcinogénese
oral ( MANIMARAN; MANOHARAN, 2017), modelo de estomatite em bolsa jugal (KA-
WANO et al., 2016), modelo de mucosite oral (PRATS et al., 2017), estudos de angiogénese
patologica (BULANT et al., 2017), estudo sobre isquemia e reperfusao (SOUZA et al., 2015)
,e modelo experimental para a producao de abscesso amebiano (BEG et al., 2004).

Devido a propriedade de sitio imunologicamente privilegiado, diversas pesquisas usa-
ram do implante ou inoculagdo de substancias e ou microorganismos na bolsa jugal como mé-
todo para diversos tipos de estudo como exemplo: implantagdo primaria de tumores humanos
(WILLIAMS; EVANS; BLAMEY, 1971), implante de amalgama dentaria (BERGMAN;
BERGMAN; HELANDER, 1982), implante de tumor amelanotico (JACOBS, 1983), implante
de discos (6 mm de didmetro e 1 mm de espessura) de cloreto de polivinila (polietileno de baixa
densidade) (ROY; WISHE, 1986), inoculacdo de Trypanosoma cruzi (BIJOVSKY; MILDER,
1988), inoculagao de Candida albicans (MCMILLAN; COWELL, 1992), inoculagdo de Leish-
mania mexicana (ARRUDA; NOGUEIRA; BORDON, 2002) e enxertos de pele total humana
no subepitélio da bolsa jugal (HOCHMAN et al., 2003).

1.7 Celecoxibe

O celecoxibe ¢ um farmaco do tipo anti-inflamatorio nao esteroidal, que atua no blo-
queio da produgdo de prostandides oriundos do 4cido araquidonico, através da inibicao da en-
zima ciclooxigenase-2 (COX-2) (GHANGHAS et al., 2016). A formula quimica do celecoxibe

¢ ilustrada na figura 7.
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Figura 7-Estrutura quimica do Celecoxibe
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Fonte: Imagem disponivel em: http://www.ramdevchem.com/sturcucture/celecoxib.jpg

A COX-2 esté relacionada a inflamagao, influenciando na resposta aos eventos vascu-
lares, em tecidos lesados, contribuindo para o desenvolvimento de condi¢des patologicas
(SILVA; MENDONCA; PARTATA, 2014), levando a sintese e ao acimulo de prostanoides in-
flamatdrios, em particular a prostaglandina (PGE-2), causando inflamacdo, edema e dor (RO-
SAS et al., 2014). Através da inibi¢do da ciclooxigenase, esse farmaco apresenta propriedades
anti-inflamatdria, analgésica e antipirética (SILVA; MENDONCA; PARTATA, 2014).

O uso de substancias com propriedades anti-inflamatorias remonta ao Egito antigo, onde
usava a casca de salgueiro e mirtilo para tratar dores reumaticas. E esse foi encontrado no papiro
de Ebers, onde descreve o uso de plantas na terapia contra dores e processos inflamatérios
(BLOBAUM; MARNETT, 2007).

Em 1899, foi sintetizado o primeiro farmaco anti-inflamatdrio nao esteroide, Aspirina®,
comercializado pela Bayer® (VANE, 2000). Em 1971, Sir John Vane e colaboradores, a partir
do estudo sobre a atividade anti-inflamatéria da aspirina demonstraram que essa atividade es-
taria ligada a capacidade desta substancia inibir a producdo de prostaglandinas (PGs), através
de uma competig¢ao com o sitio ativo da enzima cicloxigenase (COX). O pesquisador brasileiro,
Sérgio Ferreira, que trabalhava junto com Vane, propds a hipotese de que haveria isoformas
desta enzima. Em 1990, foi comprovado que a COX ¢ constituida por duas isoformas principais,
com caracteristicas quimicas e fisioldgicas bem definidas, a cicloxigenase 1 (COX-1), consti-
tucional e fisioldgica, e a cicloxigenase 2 (COX-2), inflamatéria (MONTEIRO et al., 2008).

A identificacdo da segunda isoforma da COX, a COX-2, pelo pesquisador Philip Ne-
edleman, possibilitou a investigacdo de moléculas que a bloqueiam especificamente, de modo

a se manterem os efeitos anti-inflamatorios e analgésicos dos anti-inflamatorios nao esteroidais
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(AINES) mantendo as importantes fungdes homeostaticas da COX-1 (HAWKEY, 2005; TA-
KEMOTO et al., 2008). Em 1995, comegou a sintese da primeira gera¢ao de coxibes, dentre os
quais o Celecoxibe (HAWKEY, 2005).

Atualmente, o celecoxibe ¢ indicado para o tratamento sintomatico da osteoartrite, ar-
trite reumatoide, espondilite anquilosante, dor aguda no pos-operatorio de cirurgia ortopédica
ou odontologica e em doencas musculoesqueléticas, dismenorréia primaria e lombalgias (CE-
LEBRA: celecoxibe, 2017).

Na pesquisa, a aplicacdo do celecoxibe ¢ estudada nas mais diversas linhas, apresen-
tando bons resultados como, por exemplo, na melhora de sintomas psicéticos relacionados a
esquizofrenia, uma vez que inibe a COX2, aumentando a resposta ao tratamento antidepressivo
tradicional (LEONARD, 2017). O celecoxibe pode ser uma terapia auxiliar em episédios ma-
niacos (sem caracteristicas psicoticas) de adolescentes com transtorno de humor bipolar. O pa-
pel estabilizador do humor desta droga pode ser mediado através da sua acdo em cascatas in-
flamatorias (MOUSAVI et al., 2017).

Em estudo sobre processo inflamatorio cerebral em ratos, o celecoxibe apresentou efei-
tos protetores, atenuando as lesdes cerebrais devido as suas propriedades anti-inflamatorias
(FAN et al., 2013). Em pacientes portadores de ulceras, o celecoxibe reduziu o risco de episo-
dios de sangramentos (ONUORA, 2017)

Virias pesquisas demonstraram um efeito benéfico do celecoxibe na progressao da ate-
rosclerose. No entanto, esta evidéncia ¢ derivada principalmente de dados preliminares, en-
quanto um vasto nimero de estudos clinicos levantou preocupagdes quanto a seguranga cardi-
ovascular dos inibidores da COX-2 (PAPAGEORGIOU et al., 2016).

Apesar dos beneficios de celecoxibe, sdo relatados efeitos colaterais e riscos quando da
sua utilizagao, como por exemplo: risco para infarto agudo do miocardio (BALLY et al., 2017),
dor abdominal (XU et al., 2016), disfun¢do renal, hipertensdo arterial (HORL, 2010), entre
outras.

O celecoxibe relacionado a angiogénese apresenta propriedades antiangiogénicas, rela-
tada em diversos estudos, sendo considerado um quimiopreventivo no cancer de colon através
da inibi¢do da angiogénese e inducdo da apoptose (GHANGHAS et al., 2016), € no manejo
clinico do cancer de prostata (BRIZZOLARA et al., 2017).

A atividade antiangiogénica ¢ descrita como notavel quando do uso do celecoxibe em
micela, em ensaio in vivo de membrana corioalantocica de embrido de pinto (MCA) (MAN-
DRACCHIA et al., 2016). No estudo que avalia a angiogénese ¢ o efeito antitumoral do celeco-

xibe, verificou-se a redugdo da angiogénese em membrana corioalantdica de embrido de galinha
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(CAM), inibicao do crescimento ¢ da densidade microvascular do tumor murino TA3-MTXR,
reducdo da densidade microvascular das metastases tumorais, promocao da apoptose e redugao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da producao de proliferacdo celular no
tumor (ROSAS et al., 2014). Existe uma associacdo da COX 2 com vasculariza¢ao tumoral,
densidade microvascular ¢ VEGF. O celecoxibe tem se mostrado capaz de inibir fatores de
crescimento em corneas (MAZHAR; WAXMAN, 2005).

Em modelo de hipertensao portal em ratos cirrdticos, a combinacao de celecoxibe me-
lhorou a fibrose hepatica através da inibicdo da angiogénese intra-hepatica e extra-hepatica
(GAO et al., 2016). Em modelo de retinopatia induzida por oxigénio em ratos, o celecoxib
inibiu a angiogénese na retina por meio da expressao de HIF-1alfa suprimindo a transcri¢ao de
VEGF (LIU; CHEN; CAI, 2015).

Na artrite, a angiogénese patologica, a inflamagao e o estresse oxidativo foram inibidos
pelo celecoxibe (EL-SAYED; MOUSTAFA; EL-AZAB, 2014). Em modelo de rato de reperfu-
sdo de isquemia de membro posterior, através de sua propriedade antiinflamatoria e antioxi-
dante, o celecoxibe pode melhorar as lesdes em orgaos remotos, inibindo a acdo da COX-2
(MALEK; SALEH, 2009).

Na cicatrizacdo de ferida, o reparo tecidual ¢ significativamente adiado pelo tratamento
com celecoxibe, indicando que a COX-2 e seu produto, a prostaglandina E2 (PGE2) modulam
a atividade de multiplas fung¢des essenciais do estroma inflamatorio, incluindo proliferacao epi-
telial, angiogénese e produgdo de matriz extracelular. Como resultado, a reepitelizagao e o en-
cerramento da ferida sdo adiados pelo tratamento com celecoxibe (FAIRWEATHER et al.,
2015). Administragdo perioperatdria de celecoxibe resultou na supressdo da angiogénese nas
anastomoses recém-formadas em cicatrizes de anastomoses colonicas (SYMEONIDIS et al.,
2014). Entretanto outro estudo relata que o uso do celecoxibe pode potencializar a cicatrizagdo
de tlceras por pressdo uma vez que diminui a expressao de sintase induzivel de 6xido nitrico
(INOS) e COX-2, reduzindo a inflamagao da ferida e promovendo a reparo dérmico e a forma-
¢do de cicatrizes (ROMANA-SOUZA et al., 2016).

O celecoxibe ¢ amplamente considerado como inibidor da angiogénese, embora um es-
tudo recente sugira que, em vez disso, ele promove o crescimento de vasos sanguineos em
linhas celulares de cancer (XU; GAO; SHU, 2011). Nanoparticulas de celecoxibe foram capa-
zes de induzir uma vascularizagdo significativa do miocardio isquémico e dificultar a progres-
sdo da insuficiéncia cardiaca, o que aponta para uma nova abordagem para o tratamento da
isquemia (MARGULIS et al., 2015). Em modelo de cultura tridimensional, baixas dosagens de

celecoxibe estimularam o crescimento do endométrio humano (REZAVAND et al., 2013).
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1.8 Justificativa e Relevancia

A facilidade no acesso a produtos naturais com um menor custo, tendo em vista a bio-
diversidade existente apartir de seus produtos, estimula o desenvolvimento de importantes al-
ternativas terapéuticas. Além de valorizar a nossa biodiversidade, ¢ preciso aprofundar os co-
nhecimentos e coloca-los a servigo da satide e do bem estar do homem, premissa de todo avango

técnico e cientifico.

Tendo em vista a complexidade e as variadas propriedades bioldgicas da propolis, dentre
as quais, a importante propriedade antioxidante que a propolis apresenta bem como a relagao
estabelecida entre resposta inflamatdria decorrente de estresse oxidativo e ocorréncia de angio-
génese, verificadas em estudos experimentais in vivo € in vitro, tornaram-a relevante como ob-

jeto de investigacao farmacoldgica.

A pesquisa de possiveis substancias com propriedades estimuladoras e inibidoras de an-
giogénese sdo importantes pelo fato da angiogénese ser um denominador comum na fisiopato-
logia de mais de setenta doengas, que ainda nao apresentam tratamento disponivel. Na terapia
de doencas inflamatorias dependentes de angiogénese, a propolis € vista como objeto de grande
potencial terapéutico, uma vez que ha relatos de inibi¢do da angiogénese com propolis de dife-
rentes procedéncias. Novas investigagdes trazem perspectivas no tratamento de muitas doencas
que exigem proliferacao de novos vasos em numerosas condi¢des isquémicas, como nas quei-
maduras, ulceras de pressao, tlceras em pés diabéticos, vascularizagao dos infartos cardiacos e
encefalicos, impactando e melhorando a qualidade de vida dos pacientes acometidos por essas

doengas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da propolis vermelha na angiogénese em bolsa jugal de hamster submetidos

a implante de esponja.
2.2 Objetivos especificos

Estabelecer o modelo experimental para estudo da angiogénese em bolsa jugal de hamster sub-

metidos a implante de esponja.

Validar o modelo experimental para estudo da angiogénese em bolsa jugal de hamster subme-
tidos a implante de esponja atraves do estudo morfométrico pelo Sistema de Quantificagdo de

Angiogénese (SQAN).

Avaliar o efeito da propolis vermelha na inflamagdo em bolsa jugal de hamster submetidos a

implante de esponja.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto de pesquisa foi desenvolvido conforme o protocolo aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), em 26 de Margo
de 2016 (Protocolo n°® 05/2016) conforme o anexo A, estando adequado aos principios éticos
na experimentacao animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (CO-

BEA).
3.1 Animais

Foram utilizados 48 hamsters fémeas, Classe mammalia, Ordem rodentia, Familia cri-
cetidae, género Mesocricetus, espécie Mesocricetus auratus com 16 semanas de idade e com
peso médio de 162 gramas. Os animais foram provenientes do biotério do Departamento de
Cirurgia da Universidade Federal do Ceara. O laboratoério do curso de Pos Graduagdo em Ci-
rurgia foi sede dos procedimentos experimentais.

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno de dimensdes 41 cm x 34 cm x
16 cm, forradas com maravalha auto clavada. Foram alocados em nimero de 06 animais por
gaiola. As gaiolas possuem tampa superior metalica contendo ragdo basal peletizada (ragcao Nu-
vilab ® CR1 Quimtia S. A /composi¢ao quimica em anexo) e agua potavel ad libitum. Durante
0 experimento, os animais permaneceram no Biotério da P6s-Graduagdo em Cirurgia, sendo
mantidos em temperatura média de 22 ° C, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro, com sistema
de exaustor continuo.

3.2 Substincias utilizadas
3.2.1 Celecoxibe

Celebra® 200 mg Laboratorio Pfizer, administrado na dose de 20 mg/Kg peso, diluido

em agua destilada.
3.2.2 Goma arabica PA

Sendo utilizada na propor¢ao de 1%, na dose de 5 ml/kg peso, diluida em 4gua destilada

(Fornecedor: Dindmica Quimica Contemporanea LTDA).
3.2.3 Proépolis vermelha

Administrado na dose de 100 mg/kg peso, extraida em goma ardbica a 1%.
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3.3 Extracio da propolis

A propolis in natura utilizada ¢ oriunda da cidade de Barra de Santo Antonio — Alagoas.
Por ser praticamente insolivel em 4gua, foi realizada a extragdo etandlica, no Laboratorio de
Biotransformagdes e Produtos Naturais (LBPN) do Departamento de Quimica Organica e Inor-

ganica da UFC.

Para a obtencdo do extrato etandlico de propolis vermelha, a propolis in natura foi tri-
turada colocada em recipiente com etanol a 95% por 15 dias em temperatura ambiente. Poste-
riormente o extrato foi filtrado, e a seguir este extrato foi inserido em rotaevaporador, para
evaporac¢do do etanol. Finalmente foi deixado em banho maria para completa evaporacdo do
alcool. Apds evaporagao, o extrato etandlico ‘mae’ foi estocado a 4°C. O resultado final foi de
um extrato vermelho viscoso, insoluvel em &4gua com aroma adocicado. A figura 8 (8

a.,8b.,8c.,8d.,8¢.,8f.) ilustra o processo dessa extragao.
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Figura 8- Extracdo da propolis vermelha (A)- propolis vermelha in natura (B)- extragio etilica (C)- filtragdo do
extrato etilico (D)- extrato etilico no rotoevaporador (E)- extrato etilico no banho maria (F)-extrato de propolis

vermelha.

Extrato de
Prépolis
Vermelha

Fonte: Imagens cedidas de ensaio ndo publicado, Camila de Carvalho Juanes.
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Posteriormente, realizado a extragdo da propolis em goma arabica conforme protocolo

descrito por Shulka, Bhadauria e Jadon (2004).

O extrato de propolis em goma arabica PA a 1% foi preparado semanalmente na dose de
100 mg/5ml/kg peso (100 mg de propolis para 5 ml de goma ardbica PA a 1% por kg de peso
do animal). A extracdo em solug@o aquosa de goma arabica PA a 1% foi feita a quente em estufa
com temperatura de 60°C, sob agitacdo mecanica manual periddica de 5 em 5 minutos, totali-

zando 30 minutos.

Como a propolis vermelha foi extraida em solugdo de goma arabica PA a 1%, estabele-
ceu-se um grupo controle, ao qual foi administrado solu¢do de goma arébica PA a 1% na dose
de 5,0ml/kg peso. As doses foram preparadas semanalmente, conforme variagao do peso dos

animais.

3.4 Modelo animal
Para avaliacao da angiogénese foi utilizado um modelo de bolsa jugal de hamster (figu-

ras 9 e 10) da espécie Mesocricetus auratus.

Figura 9-Bolsa jugal de hamster evertida.
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Figura 10-Bolsa jugal de hamster fixada.

.~ R i
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

3.5 Delineamento experimental

Foram utilizados 48 hamsters fémeas, distribuidas em 8 grupos contendo 06 animais

cada, relacionados a seguir:

O grupo I (n=6), recebeu propolis vermelha, na dose de 100 mg/Kg peso durante 15
dias. No 16° dia de experimento, foi realizado o implante da esponja, e a seguir, propolis ver-

melha na mesma dose por 10 dias.

O grupo II (n=6), celecoxibe diluido em agua destilada estéril, na dose de 20 mg/Kg
peso durante 15 dias. No 16° dia de experimento, foi realizado o implante da esponja, e a seguir,

celecoxibe na mesma dose por 10 dias.

O grupo III (n=6), goma ardbica PA a 1%, diluida em agua destilada estéril, na dose de
Sml/Kg peso durante 15 dias. No 16° dia de experimento, foi realizado o implante da esponja,

e a seguir, goma arabica PA a 1 % na mesma dose por 10 dias.

O grupo IV (n=6), dgua destilada estéril, na dose de 5Sml/Kg peso durante 15 dias. No
16° dia de experimento, foi realizado o implante da esponja, e a seguir, 4gua destilada estéril na

mesma dose por 10 dias.

O grupo V (n=6), ap6s procedimento cirirgico, recebeu propolis vermelha, na dose de
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100 mg/Kg peso por 10 dias.

O grupo VI (n=6), apds procedimento cirirgico, recebeu celecoxibe diluido em agua

destilada estéril, na dose de 20 mg/Kg peso por 10 dias.

O grupo VII (n=6), ap6s procedimento cirurgico, recebeu goma arabica PA a 1%, diluida

em agua destilada estéril, na dose de Sml/Kg peso por 10 dias.

O grupo VIII (n=6), apds procedimento cirirgico, recebeu dgua destilada estéril, na dose

de 5ml/Kg peso por 10 dias.

Todas as substancias foram administradas por via subcutinea na regido dorso cervical
em dose diaria e tnica. Os animais foram pesados semanalmente e as doses foram preparadas

semanalmente, conforme a média de peso de cada grupo.

O experimento teve a duragdo de 25 dias para os grupos de prevencdo + tratamento
(grupos L, I, 11T e IV), e duragao de 10 dias para os grupos de tratamento (grupos V, VI, VIl e
VIII), com eutanésia no 11° dia apds o procedimento cirtrgico de implante da esponja. O crité-
rio de exclusdo para avaliacao da angiogénese foi a presenca de material purulento na regido de

implante da esponja. A figura 11 ilustra o delineamento do experimento.



Figura 11- Delineamento do experimento
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3.6 Procedimento cirurgico: implante de esponja nao absorvivel

Para implante foi utilizada esponja de polipropileno (esponja facial de p6 compacto)
(marca Marchetti ®) cortada na dimensio de 3 mm de didmetro utilizando um vazador manual

(marca Elisabeth Graziano-EPP), que foi esterilizada por auto clave.

As cirurgias foram realizadas nos animais sob anestesia, por inje¢ao intraperitoneal de
ketamina e xilazina nas respectivas doses: 100 mg/Kg peso ¢ 10 mg/kg peso, de acordo com a
média de peso dos grupos. Os procedimentos operatorios seguiram o rigor das normas conven-
cionais de antissepsia e assepsia. Usaram-se luvas de procedimento de latex estéreis para cada

animal operado, bem como gazes e seringas estéreis.

As bolsas jugais foram higienizadas com solugdo fisiologica estéril, por meio de seringa
de plastico estéril sem agulha, a fim de retirar residuos alimentares e eventual uso auxiliar de
gazes estéreis na higienizagcdo. Em seguida, a bolsa jugal esquerda foi exteriorizada por mano-
bra de eversdo, permanecendo distendida através de duas pingas (dissec¢ao e digital), realizado
prega simétrica com o epitélio da bolsa, com exposi¢ao da face medial pelo cirurgido e auxiliar.
Com agulha de insulina, feito injecdo de 0,1 ml de solugdo fisiologica no sub epitélio da bolsa
jugal, criando o espaco para implante da esponja (figura 12 A), com a pinga colibri realizada
diminuta abertura de 1 mm no local de inser¢ao da agulha (figura 12 B) e introduzida a esponja
neste espago (figura 12 C). Apos posicionamento da esponja, realizada uma delicada compres-

sao digital.
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Figura 12- Procedimento cirurgico (A) Injegdo de soro fisiologico para criar espago para o implante da esponja-

(B) Diminuta abertura através de pinga colibri — (C) Implante da esponja.

\

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A abertura do epitélio foi ocluida por simples compressao digital, seguindo-se de hidra-
tacdo da bolsa jugal com solugdo fisioldgica e invaginando a bolsa para dentro da cavidade oral.
Os animais foram observados até sua plena recuperacao anestésica, posteriormente foram en-

caminhados para o biotério.

3.7 Aquisi¢ao e processamento das imagens

No 11° dia ap6s o implante, os animais foram anestesiados, e a bolsa jugal foi evertida
e higienizada com soro fisiologico a fim de retirar possiveis residuos alimentares. Realizada
avaliacdo macroscopica, verificando a presenca do implante e a presenga de possiveis secrecoes
purulentas, seguindo a ressec¢ao da base da bolsa jugal através de bisturi elétrico priorizando a

cauterizagdo dos vasos sanguineos antes da retirada da bolsa jugal do animal.

Ap0s a retirada da bolsa, a mesma foi fixada em uma estrutura de borracha, através
de agulhas de insulina, e posteriormente umedecida com soro fisioldgico para manutengao do
tecido em estudo e facilitar a captura das imagens do mesmo. Apds o término da captura de
imagens, as bolsa jugais foram fixadas em acetato com fio nylon, mantendo sua estrutura
distendida e acondicionadas em frascos de plasticos contendo formol a 10% tamponado para
manutengao do tecido.Os animais foram eutanasiados por apronfundamento da dose anesté-
sica. As microfotografias estereoscopicas do implante (figura 13) foram capturadas de forma
padronizada nos quatro quadrantes da periferia do implante: superior, inferior, direito e es-
querdo, usando um aumento de 25 vezes. Nas imagens panoramicas de cada bolsa jugal foi
utilizado um aumento de 16 vezes. Foi utilizado um microscopio cirurgico (D. F. Vasconcellos
MO0, D. F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo — SP) conectado a um microcomputador equipado
com um sistema de captura de video (PixelView® PV-TV304P, Prolink Microsystems Corp.

Taiwan).
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Figura 13- Implante de esponja em bolsa jugal de hamster, 11° dia p6s implante.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
Notam-se vasos sanguineos direcionados a esponja. Microfotografia estereoscopica panoramica com au-
mento de 16 vezes.

As microfotografias estereoscopicas panoramicas e as relativas aos quatro qua-

drantes foram entdo capturadas e armazenadas no formato Windows® Bitmap (BMP).

3.8. Eutanasia
Realizado eutanésia por aprofundamento da dose anestésica apos retirada da bolsa

jugal.

3.9 Quantificacio da angiogénese

As imagens capturadas por microscopio estereoscopico foram avaliadas pelo sistema de
quantifica¢do da angiogénese (SQAN-versao 1.00-2005), desenvolvido especificamente com a
finalidade de quantificar a angiogénese (FECHINE -JAMACARU, 2006). A figura 14 apresenta

o0 ambiente do sistema.
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Figura 14- Ambiente do Sistema de Quantificacdo da Angiogénese —SQAN (FECHINE -JAMACARU, 2006) A

- microfotografia estereoscopica panoramica do implante B- area de neovascularizagao.

H'—j*'S_QﬁN:-Sjs.tema‘-de-Ql}antificac;éqdeAngiggénese- - C\Users\aives\Desktop) PANORAMICA.. —

Arguivo l Cgmprimentu.rfirea Regido de Interesse SEdmentasao byes [ & [ LContagem Neovasns‘

Area Selecionada = 179,1322 mm (36700,0000 pixels®)  Area de Neovascularizaciio = 36,6054 mn (19169,0000 pixels?)  Percentual= 22,1086 %

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O programa reconhece e segmenta de forma automatica os vasos, separando-os dos de-
mais componentes da imagem. Todavia, uma segmentacao interativa ¢ também disponibilizada,
a fim de proporcionar uma nova definicdo de parametros de segmentacao, caso o pesquisador
julgue como inadequado o resultado do procedimento automatico. Concluido o processo de
segmentacado, o sistema disponibiliza os parametros de quantificacdo de angiogénese: area de
neovascularizagdo, comprimento vascular total e nimero de vasos sanguineos. A resposta neo-
vascular foi entdo quantificada na imagem panoramica no aumento del6x (uma imagem pano-
ramica de cada bolsa jugal por animal). Todas as imagens avaliadas pelo sistema estdao no apén-

dice A.



3.10 Estudo histologico

Os cortes (dois cortes para cada animal) da bolsa jugal foram entdo colocados em
cassetes e introduzidos em cestos de processador automatico histotécnico, seguindo as
seguintes etapas de processamento: desidratados com alcool graduados a 70%, 95% (2
vezes), 100% (3 vezes), tempo minimo de uma hora cada, diafanizados com xilol (3 ve-
zes), minimo de 2 horas cada, e impregnados em parafina fundida a 60° (3 vezes), duas
horas cada. Uma vez impregnados, os tecidos foram colocados em pequenos recipientes
contendo parafina fundida. Em temperatura ambiente, a parafina solidificou-se formando
blocos com tecido. Os blocos foram fixados em micrétomo rotativo convencional, para
cortes na espessura de 5 pm. Esses cortes colocados em superficie de banho-maria (3 a
8°) foram delicadamente distendidos e colocados sob lamina e estes encaminhados para
estufa a 60°C. Apos o periodo de 1 hora, os cortes foram entdo levados para desparafinar
e hidratar na seguinte sequéncia: xilol 1, 2 e 3 (por 5, 2 e 1 minuto, respectivamente),
seguido de dlcool a 100%, 95% e 70% (1 minuto em cada mergulho), e por ultimo lavado
em agua corrente por 2 minutos. O tecido, uma vez desparafinado e hidratado, foi entao
levado para corar pela hematoxilina de carazzi por 1 minuto, lavado em agua, seguindo-
se de eosina, a seguir montada com laminula, uma gota de balsamo do canada, sobre tecido

corado.

3.11 Avaliagao histolégica microscopica
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Na avaliacdo microscopica da inflamagao foram observados os seguintes achados infla-

matorios: microabcesso (figura 15), mastécito (figura 16), macréfago (figura 17), linfocito (fi-

gura 18), célula gigante (figura 19), granuloma de corpo estranho (figura 20) e fibrose (figura

21), sendo determinados escores (analise qualitativa), que se relacionam a auséncia e presenca,

sendo atribuidos valores: 0 para auséncia, 2 presenca leve, 3 presenca moderada e 4 para pre-

senca acentuada (vide apéndice B e C). Realizada andlise quantitativa por meio da contagem

dos achados em 10 campos no aumento de 400x.
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Figura 15 - Microfotografia de cortes histologicos de diferentes implantes de esponja em mucosa jugal sendo
identificado por setas (Hematoxilina Eosina 400x de aumento) A — microabscessos. B — Mastocitos. C — Macro-

fagos. D - Linfocitos. E- Célula gigante. F - Granuloma de corpo estranho (circulo preto) (200x).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.



53

3.12 Analise estatistica

As variaveis quantitativas continuas e discretas foram estudadas por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov para analisar a normalidade da distribuicao. Para a estatistica descritiva,
foi calculado a média e o desvio padrao (dados paramétricos) ou a mediana, intervalo
interquartil e valores minimo ¢ maximo (dados ndo paramétricos). Em cada brago do estudo
(prevencdo + tratamento e tratamento), comparagdes entre os quatro grupos foram realizadas
através da andlise de variancia para um fator, associada ao teste de comparagdes multiplas de
Tukey, para verificagdo de diferencas entre os grupos aos pares ou do teste de Kruskal-Wallis

complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn (varidveis ndo paramétricas).

Foram empregados testes bicaudais, determinando o nivel de significancia,
considerando estatisticamente significante um valor p menor que 0,05. Para a realizacao dos
procedimentos estatisticos e para a elaboracao dos graficos foi utilizado o software GraphPad

Prism versao 5.00 (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

Para avaliagdo qualitativa da inflamagdo, o teste t de Student ou Anova foi utilizado,
seguido do teste de Bonferroni para comparar os grupos associado ao teste de comparagdes
multiplas de Fisher ou quiquadrado de Pearson, sendo expressos em forma de frequéncia abso-
luta e percentual.

Para avaliacdo quantitativa da inflamagdo, as contagens foram submetidas ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, expressos em forma de média e erro-padrao da média e
comparados por meio do teste t de Student ou ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni
(dados paramétricos).

A andlise foi realizada usando o software Statistical Packcage for the Social Sciences

(SPSS) versao 20,0 para Windows adotando uma confianga de 95% para todas as andlises.
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4 RESULTADOS

Este estudo se desenvolveu em trés etapas.

A primeira fase da pesquisa constituiu-se em desenvolver um modelo animal experi-
mental para estudo da angiogénese inflamatoria, por meio de implante de esponja na bolsa jugal
de hamster, durante um periodo de onze dias, onde os grupos foram organizados em: grupos de
prevengao + tratamento e grupos de tratamento.

A segunda fase da pesquisa destinou-se a avaliacao da quantificacao da angiogénese,
realizada por um software especialmente para este fim.

A terceira fase da pesquisa destinou-se a avaliagdo dos processos histopatologicos da
inflamacao, por meio de cortes histologicos da bolsa jugal, corados em hematoxilina eosina,

analisados de forma qualitativa (método de escores) e quantitativa.

4.1 Evolucio clinica e mortalidade

Os 48 animais evoluiram bem clinicamente durante todo o experimento, eventualmente
apresentavam lesdes na pele decorrentes do estresse entre os proprios animais. As lesdes foram
tratadas com antisséptico topico (Povidine®), a fim de evitar contamina¢io nos mesmos. Nao
houve mortalidade durante todo o experimento. Os animais nao apresentaram variacao brusca
de peso, na média de pesos semanais (apéndice D). A dosagem das substancias administradas,

ndo apresentou variagdo brusca, tendo em vista sua correlacdo com o peso animal.

A tabela de consumo das substancias, propolis vermelha, celecoxibe e goma arabica

PA a1 %, encontra-se no apéndice E.

Apesar das vantagens e caracteristicas teciduais da bolsa jugal ja citadas, foram observa-
das algumas complicagdes como sitio experimental no presente trabalho, tais como: extrusao
da esponja, presenca de pus no coxin de implante da esponja, lesdes ulceradas, infiltragao, ade-

réncia em alguns animais dos grupos: L, III, V, VI, VIl e VIII,

ApOs o processamento das imagens pelo sistema SQAN foi possivel quantificar a an-
giogénese em todos os grupos experimentais. A tabela de area de neovascularizacdo encontra-

se no apéndice F.
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4.2 Quantificacio da angiogénese

Nao ocorreu significancia estatistica na comparagao entre os grupos I, II III IV (preven-
cdo+ tratamento) nem entre os grupos V, VI VII e VIII (tratamento) (figura 16) Apendice G e
H.
Figura 16- Quantificagdo da angiogénese pelo SQAN
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Legenda: B Propolis Vermelha B3 Celecoxibe =3 Goma arabica =3 Agua

A) Avalia¢do da angiogénese nos grupos I, II, IIT e IV, expressa em pixels. Nao foram verificadas diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos (F =2,6712; p = 0,0752). B) Avaliacdo da angiogénese nos grupos
I, II, IIT e IV, expressa em termos percentuais. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos (F=2,6711; p = 0,0752). C) Avaliac¢do da angiogénese nos grupos V, VI, VII e VIII, expressa em
pixels. Nao foram verificadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 0,6255; p = 0, 6069).
D) Avaliacédo da angiogénese nos grupos V, VI, VII e VIII, expressa em termos percentuais. Nao foram verificadas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 0,6255; p = 0, 6069).

4.3 Analise qualitativa da inflamacao por meio de escores
4.3.1 Prevencio + Tratamento (Grupos: I Propolis Vermelha, II Celecoxibe, III Goma
arabica e IV Agua).

Nao houve diferenca significativa nos achados histolégicos: microbcesso (p = 0,407),
macrofagos (p = 0,299), linfécitos (p = 0,268), células gigantes (p = 0,210), granuloma de corpo
estranho (p = 0,210) e fibrose (p = 0,469) na comparagdo entre os grupos I, I, Il e IV. No
entanto, os grupos I e II apresentaram maior frequéncia de amostras com mastocitos ausentes
(reducao na presenga de mastocitos) em relagdo ao grupo controle que recebeu agua (p = 0,013),
enquanto que os grupos III e IV apresentaram maior frequéncia de animais com infiltrado de

mastocitos moderado (33,3%) e leve (83,3%) respectivamente (tabela 1).
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Tabela 1: Avaliacdo da inflamacdo dos grupos I, II, III e IV (propolis vermelha, celecoxibe, goma arabica e 4gua

respectivamente), por meio da determinagdo de escores, expressa em termos percentuais.

Grupo

| 11 111 v p-Valor
Microabcesso
Ausente 66,7% 100,0% 66,7% 66,7% 0,407
Leve 0% 0% 0% 16,7%
Moderado 0% 0% 16,7% 16,7%
Acentuado 33,3% 0% 16,7% 0%
Mastdcito
Ausente *66,7% *100,0% 50,0% 0% 0,013
Leve 16,7% 0% 16,7% 83,3%
Moderado 16,7% 0% 33,3% 16,7%
Macrofago
Ausente 33,3% 50,0% 16,7% 0% 0,299
Leve 16,7% 0% 16,7% 0%
Moderado 0% 16,7% 33,3% 66,7%
Acentuado 50,0% 33,3% 33,3% 33,3%
Linfécito
Ausente 33,3% 50,0% 16,7% 0% 0,268
Leve 66,7% 16,7% 66,7% 66,7%
Moderado 0% 33,3% 16,7% 33,3%
Células gigantes
Ausente 50,0% 50,0% 33,3% 16,7% 0,210
Leve 33,3% 0% 33,3% 0%
Moderado 16,7% 50,0% 33,3% 83,3%
Granuloma de corpo estranho
Ausente 50,0% 50,0% 33,3% 16,7% 0,210
Leve 33,3% 0% 33,3% 0%
Moderado 16,7% 50,0% 33,3% 83,3%
Fibrose
Ausente 33,3% 50,0% 16,7% 0% 0,469
Leve 33,3% 33,3% 33,3% 33,3%
Moderado 0% 16,7% 33,3% 50,0%
Acentuado 33,3% 0% 16,7% 16,7%

Na comparagao entre os grupos I (propolis vermelha) e III (goma arabica) ndo houve
diferenca estatistica significante nos achados histologicos; microabcesso (p = 0,513), mastocito
(p =0,788), macrofagos (p = 0,469), linfocitos (p = 0,513), células gigantes (p = 0,766), granu-
loma de corpo estranho (p= 0,766) e fibrose (p = 0,446) (Apéndice H).

4.3.2 Tratamento (Grupos: V Propolis Vermelha, VI Celecoxibe, VII Goma arabica e
VIII Agua)

Na comparagdo entre os grupos, ndo houve diferencas estatisticas significantes nos
achados histologicos; microabcesso (p = 0,677), mastocito (p = 0,877), macrofagos (p = 0,863),
linfocitos (p = 0, 918), células gigantes (p = 0,212), granuloma de corpo estranho (p = 0,439) e
fibrose (p = 0,608) (tabela 2).
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Tabela 2: Avaliagdo da inflamacdo V, VI, VII e VIII (propolis vermelha, celecoxibe, goma ardbica e dgua respec-

tivamente), por meio da determinagdo de escores, expressa em termos percentuais.

Grupo

\Y VI VII VIII p-Valor
Microabcesso
Ausente 83,3% 83,3% 83,3% 83,3% 0,677
Moderado 0% 0% 16,7% 0%
Acentuado 16,7% 16,7% 0% 16,7%
Mastdcito
Ausente 66,7% 66,7% 50,0% 50,0% 0,877
Leve 33,3% 33,3% 50,0% 50,0%
Macrofago
Ausente 66,7% 50,0% 50,0% 50,0% 0,863
Leve 16,7% 0% 16,7% 16,7%
Moderado 16,7% 33,3% 33,3% 33,3%
Acentuado 0% 16,7% 0% 0%
Linfécito
Ausente 66,7% 50,0% 50,0% 50,0% 0,918
Leve 33,3% 50,0% 50,0% 50,0%
Células gigantes
Ausente 83,3% 50,0% 50,0% 50,0% 0,212
Leve 16,7% 0% 0% 33,3%
Moderado 0% 50,0% 50,0% 16,7%
Granuloma de corpo estranho
Ausente 83,3% 50,0% 50,0% 50,0% 0,439
Leve 16,7% 0% 0% 16,7%
Moderado 0% 50,0% 50,0% 33,3%
Fibrose
Ausente 66,7% 66,7% 50,0% 50,0% 0,608
Leve 16,7% 33,3% 50,0% 50,0%
Acentuado 16,7% 0% 0% 0%

Na comparagao entre os grupos V (propolis vermelha) e VII (goma arébica) nao houve

diferenca estatistica significante nos achados histologicos; microabcesso (p = 0,368), mastocito

(p = 1,000), macrofagos (p = 0,788), linfocitos (p = 1,000), células gigantes (p = 0,105), granu-

loma de corpo estranho (p = 0,105) e fibrose (p = 0, 343) (apéndice I).
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4.4 Analise quantitativa da inflamacao
4.4.1 Prevencio + Tratamento (Grupos: I Propolis Vermelha, II Celecoxibe, III Goma
arabica e IV Agua).

Em relacdo ao numero de vasos sanguineos, na comparagdo entre os grupos, aqueles
tratados com propolis vermelha e celecoxibe foram significantemente menores (p = 0,007) que
o grupo controle tratado com agua. Nao houve diferencga significativa nos grupos tratados com
goma arabica e agua (Figura 17).

Figura 17— Numero de vasos sanguineos dos grupos I, I, Il e I'V.
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Legenda: B8 Propolis Vermelha =3 Celecoxibe = Goma arabica B Agua

*p <0,05 comparado com o grupo I;
77p <0,01 comparado com o grupo II.

Em relacdo ao numero de mastocitos, na comparagdo entre os grupos, aquele tratado
com celecoxibe, foi significantemente menor (p = 0,002), que o grupo tratado com agua. Nao
houve diferenca significativa nos grupos tratados com propolis vermelha, goma ardbica e dgua

(figura 18).
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Figura 18— Numero de mastocitos dos grupos I, II, IIT e IV.
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Legenda: B8 Propolis Vermelha B3 Celecoxibe =1 Goma ardbica B3 Agua
771p <0,05 comparado com o grupo I1.

Em relacao ao nimero de macrofagos, na comparagao entre os grupos, o grupo tratado
com celecoxibe, goma arabica e agua foram significantemente menores (p = 0,001), que o grupo

tratado com propolis vermelha (figura 19).

Figura 19— Numero de macréfagos dos grupos I, II, Il e IV.
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Legenda: B8 Propolis Vermelha B3 Celecoxibe =1 Goma ardbica B3 Agua
*n <0,05 comparado com o grupo I; **p <0,01 comparado com grupo I; *** p <0,001 comparado com grupo 1.
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A tabela 3 consolida os resultados apresentados.

Tabela 3: Avalia¢do quantitativa da inflamag¢ao dos grupos I, I, III e IV (propolis vermelha, celecoxibe, goma

arabica e agua respectivamente), expressa em média e erro-padrao da média.

Grupo
| 11 1 v p-Valor
Vasos 36,0+5,4 35,34+2,8 42,5423 52,342,211 0,007
Mastécitos 149,7+£25,9 104,3+5,0 149,2+9.5 217,7+22,07ff 0,002
Macrofagos 75,5422,5 5,842,2%* 4,840,8%** 11,0+6,4** 0,001
Linfécitos 245,0+43,6 287,5+27,9 245,7+22,5 262,0+18,5 0,720
Células gigantes 5,7+4,7 4,8+1,8 1,2+0,6 12,243,2

0,103

Legenda:
*p<0,05 comparado com o grupo I;
**p<0,05 comparado com o grupo I;
**%p<0,05 comparado com o grupo I;
7p<0,05 comparado com o grupo II;
71p<0,05 comparado com o grupo 1I;
7771p<0,05 comparado com o grupo II;
1p<0,05 comparado com o grupo III;
11p<0,05 comparado com o grupo I1I;
F11p<0,05 comparado com o grupo III;

Na comparagdo entre os grupos I e III (propolis vermelha e goma arabica respectiva-
mente), nao houve diferenca significativa em relagdo ao nimero de vasos (p = 0,305), mastdci-
tos (p = 0, 986), linfocitos (p = 0,989) ou células gigantes (p = 0,363). No entanto, o grupo |

apresentou maior nimero de macréfagos que o grupo III (p = 0,026) (apéndice J).

4.4.2 Tratamento (Grupo V-propolis vermelha, VI-celecoxibe, VII-goma arabica, VIII-
agua).

Em relag@o ao niimero de vasos sanguineos, na comparagao entre os grupos, 0s grupos
tratados com propolis vermelha, goma arabica e agua foram significantemente menores que o

grupo tratado com celecoxibe (p = 0, 008) (figura 20).
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Figura 20— Numero dos vasos sanguineos dos grupos V, VI, VII e VIII.
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Legenda: B8 Propolis Vermelha B3 Celecoxibe =3 Goma arabica B2 Agua
77p <0,05 comparado com o grupo VI;

Em relacdo ao ntimero de células gigantes, na comparagdo entre os grupos, aqueles tra-
tados com propolis vermelha, celecoxibe e goma arabica foram significantemente menores (p

=<0,001) que o grupo tratado com agua (figura 21).

Figura 21— Numero de células gigantes dos grupos V, VI, VII e VIIL
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Legenda: B8 Propolis Vermelha B3 Celecoxibe =1 Goma ardbica B3 Agua
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**p <0,05 comparado com o grupo V;
7771p <0,05 comparado com o grupo VI;
I1ip <0,05 comparado com o grupo VII;
A tabela 4 consolida os resultados apresentados.

Tabela 4: Avalia¢do quantitativa da inflamag¢ao dos grupos V, VI, VII e VIII (propolis vermelha, celecoxibe,

goma arabica e agua respectivamente), expressa em média e erro-padrdo da média.

Grupos
\4 VI Vil VIII p-Valor
Vasos 49,2440 56,7+3,9 43,539 37,841,971 0,008
Mastécitos 259,7£17,0 286,8+10,4 317,3+17,6 203,3+65,3 0,165
Macroéfagos 18,8+4,8 23,322 26,7+1,9 26,0+8,4 0,690
Linfécitos 306,8+17,6 269,5+19,4 297,0£17,7 186,8+59,5 0,079
Células gigantes 9,0+2,8 4,2+1,3 3,24+0,7 18,041,011 <0,001

Legenda:

*p <0,05 comparado com o grupo V;

**p <0,05 comparado com o grupo V;
***p <0,05 comparado com o grupo V;
7p <0,05 comparado com o grupo VI;
77p <0,05 comparado com o grupo VI;
7771p <0,05 comparado com o grupo VI;
Ip <0,05 comparado com o grupo VII;
Iip <0,05 comparado com o grupo VII;
I1ip <0,05 comparado com o grupo VII;

Na comparagao entre os grupos V e VII (propolis vermelha e goma ardbica respectiva-
mente), ndo houve diferenga significativa entre o nimero de vasos (p = 0,330), macrofagos (p
=0,161), linfocitos (p = 0,702) e células gigantes (p = 0,093). No entanto, o nimero de masto-
citos foi significantemente superior no grupo VII (p = 0,041), conforme demonstra a tabela no

apéndice L.
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5 DISCUSSAO

Implantes de matrizes sintéticas, como a esponja, permitem o estudo de diversos com-
ponentes dos processos inflamatérios e angiogénicos (MENDES ez al., 2009). Além dos estudos
sobre a angiogénese inflamatoria, € crescente o interesse no uso de implantes também nas pes-
quisas relacionadas a engenharia de tecidos, uma vez que a biocompatibilidade, a angiogénese
e o processo inflamatério estdo diretamente relacionados (CASSINI-VIEIRA et al., 2015).

O estudo da angiogénese inflamatoria induzida por implante de esponja em bolsa jugal
utiliza como ferramenta um modelo novo e reproduzivel para avaliacao de angiogénese e infla-
magao. A abordagem experimental utilizada no presente trabalho criou um modelo simulando
uma condicao clinica de reagdo inflamatdria decorrente da presenca de um corpo estranho (es-
ponja) implantado na bolsa jugal de hamster, permitindo, assim, estudar a angiogénese infla-
matoria.

O hamster apresenta na bolsa jugal um local de facil acesso, por meio da eversdo da
bolsa sem sofrimento para o animal. As paredes epiteliais da bolsa sdo translucidas, facilitando
a visualizacao o que possibilita evitar lesdes dos vasos e um possivel contato antigénico por via
sanguinea. Apos ser colocada de volta na cavidade bucal, a parede da bolsa jugal acomoda
enxertos protegendo-os de traumatismos externos, dispensando o uso de curativos no pds-ope-
ratério (HOCHMAN et al., 2003), entretanto podem ocorrer traumatismo devido ao armazena-
mento de alimentos na regido. Devido a propriedade de sitio imunologicamente privilegiado
alguns trabalhos ja utilizaram implante e/ou inoculagdo de substincias e ou microorganismos
na bolsa jugal (BEG et al., 2004; ARRUDA; NOGUEIRA; BOURDON, 2002).

Dentro dos objetivos propostos, a viabilidade de um novo modelo de implante de es-
ponja em um sitio de dificil acesso cirirgico e imunologicamente privilegiado foi um grande
desafio e dentro do desafio a concretizagao da idéia foi totalmente possivel durante a constitui-
¢ao do piloto. Na verdade ele foi superado no momento que a dissec¢do cirargica foi instituida
por descolamento delicado hidraulico a partir de pequeno volume padronizado de inje¢do de
solugdo fisioldgica subepitelial. Com a formagao da bolha, o leito de implante ja estava cons-
truido, e dai a abertura de pertuito pequeno com introducdo da esponja de tamanho ligeiramente
menor, se deu o “nascimento do modelo”. Restava saber sobre o comportamento do corpo es-
tranho naquele novo ambiente. Com os resultados, ficou demostrado a viabilidade e reproduti-
bilidade do modelo.

Ocorreram algumas complicag¢des tais como extrusao da esponja, presenga de pus no
coxin de implante da esponja, lesdes ulceradas, infiltragdo, aderéncia em alguns animais dos

grupos: L, IIL, V, VI, VII e VIII, (os animais foram excluidos). As complicagdes observadas no
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sitio experimental do presente trabalho possuem como possiveis causas: auto infligida através
da mastigacdo e inerentes ao ato cirurgico, os animais armazenam alimentos e residuos na
mesma, favorecendo a contaminacao do local. Esta era uma complicacdo esperada, mas nao
ocorreram em todos os animais. Embeber a esponja com antibidticos talvez possam reduzir essa
complicacao.

Para o desenvolvimento do projeto inicial do trabalho, foi implementado um piloto,
onde os animais foram submetidos ao implante de esponja e a angiogénese era avaliada de
forma macroscépica, por meio da observagao da bolsa jugal transluminada, dia sim, dia ndo, o
que levou a determina¢do do periodo de onze dias para a execucdo do experimento, uma vez
que foi durante esse periodo de tempo que ocorreram as alteragdes vasculares na bolsa jugal.
No piloto foi feito implante com esponja ndo absorvivel e absorvivel, esta ultima absorvida pelo
organismo em até quinze dias, foi descartada, pois dificultaria na padronizacdo do tempo de
estimulo inflamatdrio (corpo estranho) e posterior avaliagdo da angiogénese inflamatoria.

Com o implante da esponja ndo absorvivel, ficou garantida a presenca do estimulo in-
flamatorio (corpo estranho) e consequentemente possibilitou a avaliagdo de angiogénese.

No modelo proposto, as substancias testadas foram administradas por via subcutanea,
outra forma possivel seria colocar essas substancias embebidas na esponja antes do implante, o
que fica como sugestao para estudos futuros.

Este modelo foi criado com a pretensdo de testar novas substancias com potencial para
acoOes antiinflamatoria, inibidora ou estimuladora de angiogenese. O implante de esponja mi-
metiza o processo inflamatorio com todas suas nuances.

A lesdo tecidual leva a inflamacdo aguda com uma cascata de eventos formando um
novo tecido na tentativa de reparar a area lesionada. Esse processo comega imediatamente apos
o trauma tecidual através da liberagao de diversos fatores de crescimento e citocinas (WER-
NER; GROSE, 2003)

As citocinas estimulam a quimiotaxia e extravasamento leucocitario decorrente de pro-
cesso inflamatdrio. Elas sdo produzidas pelos leucocitos e macrofagos, regulando também a
reepitelizagdo, remodelagdo e angiogénese (WERNER; GROSE 2003). O primeiro fator de
crescimento que demonstrou ser quimiotatico para neutrofilos, monocitos e fibroblastos foi o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). O fator de crescimento epidérmico (EGF)
foi detectado em eosinofilos. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi identifi-
cado como o mais importante regulador de vasculogénese, angiogénese e reparo, tendo nos
macréfagos os seus principais produtores de VEGF em lesdes cutaneas (WERNER; GROSE
2003).
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O processo inflamatoério estimulado pelo implante da esponja promove alteragdes vas-
culares como: vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e aumento na adesdo e mi-
gracao de leucdcitos através das paredes dos vasos sanguineos, sendo os neutréfilos os princi-
pais leucdcitos na inflamacao aguda, que quando ativados produzem as espécies reativas de
oxigénio (ERO), conhecidos como radicais livres, seguidos por mondcitos, linfécitos e macro-
fagos, tipos celulares caracteristicos da inflamacdo cronica, que também produzem radicais li-
vres (KUMAR et al., 2013; WERNER; GROSE, 2003) no presente trabalho, em cortes corados
em HE (hematoxilina- eosina) foram observados: neutrofilos, linfocitos, mastocitos, macrofa-
gos e cé¢lulas gigantes, caracterizando a ocorréncia do processo inflamatdrio na bolsa jugal. Nas
condi¢des onde a produgdo de espécies reativas do oxigénio (radicais livres) supera os sistemas
de defesa antioxidante, estas em excesso oxidam lipidios da membrana provocando danos aos
acidos nucléicos, o que constitui a base molecular de varias doengas inflamatorias (VELLOSA
etal., 2013).

Compreendendo a relagdo existente entre angiogénese inflamatoria, produgao de espé-
cies reativas de oxigénio através das células inflamatorias, se faz necessaria a pesquisa de subs-
tancias com valor antioxidante, as mesmas combatem o estresse oxidativo, que € a etiopatogenia
de diversas doengas de cunho inflamatoério (FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016).

A utilizagdo da propolis vermelha neste estudo justifica-se pelo amplo espectro de pro-
priedades biologicas da propolis ja conhecidas: antioxidante, anti-inflamatoria, imunomodula-
torias, entre outras (SFORCIN, 2016).

A tipificagdao quimica do extrato de propolis vermelha utilizada neste estudo permitiu o
isolamento dos compostos: 2’ -hidroxi4’,7-dimetoxiisoflavana, 2’,7-dihidroxi-4’ -metoxiisofla-
vana, 2’°,4’ -dihidroxi-7-metoxiisoflavana, 4°,7-dihidroxi-2’ -metoxiisoflavana, 2°,4’ 4-trihidro-
xichalcona e lup-20(29) -en-3-ol. A propolis vermelha também foi submetida ao teste de ativi-
dade antioxidante obtendo valores préximos ao da atividade antioxidante dos controles de vi-
tamina C e trolox e uma significante atividade anticolinesterase (AGUIAR et al., 2018). Os
flavonoides: neovestitol e vestitol sdo os responsaveis por conferir a atividade anti-inflamatoria
e antioxidante proporcionada pela propolis vermelha (BUENO-SILVAet al., 2013; MEN-
DONCA et al., 2015).

O primeiro estudo sobre propolis e angiogénese inflamatéria foi publicado em 1999,
sugerindo acdo anti-inflamatoria da propolis por inibi¢do da ciclooxigenase e lipooxigenase
(HEPSEN; ER; CEKIC, 1999). Um outro estudo sugere que a atividade antiangiogénica da
propolis também seja responsavel pelo efeito anti-inflamatério da mesma (SONG et al., 2002).

Ha relato na literatura de inibicdo da angiogénese pela propdlis verde (DORNELAS et al.,
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2012).

No trabalho foi utilizada a dose de 100 mg/kg de propolis vermelha, dosagem que ja
descrita na literatura, apresenta efeitos antitumorais, modulando a formacao, diferenciagao e
progressao de tumores (RIBEIRO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2014), o que culmina na ati-
vidade inibidora de angiogénese por meio da prdopolis, uma vez que ja € conhecido que a an-
giogénese ¢ fundamental para a progressao de neoplasias (EICHHORN et al., 2007).

A propolis vermelha brasileira administrada por via oral em ratos na forma de extrato
hidroalcodlico mostrou sinais de toxicidade, tais como: sonoléncia, sibilancia, diminui¢ao de
movimentos, tremores e diarreia, sem levar o animal ao 6bito, principalmente em ratos apartir
de uma dosagem de 200 mg/kg peso animal (SILVA et al., 2015). No presente trabalho ndo
foram observados nenhum sinal de toxicidade.

Discutindo sobre a quantificagdo morfométrica (pelo SQAN) da angiogénese, em rela-
¢do aos grupos que receberam propolis vermelha, ndo houve reducio da angiogénese, compa-
rando com os controles, analisando a area vascular em imagens estereoscopicas panoramicas
da circunvizinhanga da esponja, bem como na analise da aréa vascular média dos quatro qua-
drantes também ndo ocorreu diferenca significante, a propolis ndo foi efetiva para inibi¢ao da
angiogénese.

Sobre a quantificagdo morfométrica (pelo SQAN) da angiogénese, em relagdo aos gru-
pos que receberam celecoxibe, analisando a area vascular em imagens estereoscopicas panora-
micas da circunvizinhanga da esponja, o celecoxibe discretamente inibiu a angiogénese, com-
parando com os controles, ndo apresentando diferenca estatistica significante. Na analise da
aréa vascular média dos quatro quadrantes o celecoxibe ndo apresentou diferenca significante,
o celecoxibe nao foi efetivo para inibi¢do da angiogénese.

Sobre a quantificagdo morfométrica (pelo SQAN) da angiogénese, em relagao aos gru-
pos que receberam goma arabica, analisando a area vascular em imagens estereoscopicas pano-
ramicas da circunvizinhanga da esponja, comparando com os grupos controles, ndo houve re-
ducdo da angiogénese, bem como na andlise da aréa vascular média dos quatro quadrantes tam-
bém ndo ocorreu diferenga significante. A goma arabica PA a 1% nio foi efetiva para inibicdo
da angiogénese.

A goma arabica, também conhecida como goma de acéicia (GAS) ¢ proveniente da
planta Acacia Senegal, consiste em um extrato em po6 natural obtido mecanicamente dessa ar-
vore, possuindo importante atividade oxidante (KADDAM et al., 2017). Estas sdo produzidas
por plantas com a finalidade de cobrir ferimentos existentes nos troncos de arvores, protegendo

de microorganismos. Antigamente era usada na mumifica¢do dos farads, atualmente ¢ muito
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utilizada na industria alimenticia em produtos, tais como gomas, pastilhas, marshmallows e
caramelos (FIB, 2011). A administracao da propolis extraida em goma arabica PA a 1% ¢ de-
monstrada em varios trabalhos (BHADAURIA; NIRALA; SHUKLA, 2007; BHADAURIA;
NIRALA; SHUKLA, 2008; BHADAURIA, 2012). Como a propolis vermelha foi extraida em
goma arabica PA a 1%, estabeleceu-se um grupo de controle, ao qual foi administrado solugao
de goma arabica PA a 1%.

Considerando a angiogénese foram realizados estudos com avaliagdo morfométrica e
estudos quantitativos e qualitativos, em laminas coradas pelo HE, onde discutindo sob os as-
pectos da inflamacao, a contagem de vasos ndo foi avaliada de forma qualitativa pelo método
de escores, empregado para os outros achados histologicos. Na avaliagdo quantitativa houve
uma dimui¢ao no numero de vasos sanguineos, no grupo que foi tratado com propolis vermelha
de forma preventiva apresentando uma redugao significativa em relagdo ao grupo controle da
agua, caracterizando inibi¢do da angiogénese. Esse efeito inibitorio ¢ descrito na literatura onde
a propolis vermelha inibiu a angiogénese inflamatdria relacionada a aterosclerose em ratos

knockout para o receptor de LDL (DALEPRANE et al., 2012).

Na analise morfométrica a propolis ndo apresentou significancia estatistica na inibigdo
da angiogénese. Importante reconhecer que no 11° dia temos formacao de um pseudoencapsu-
lamento da esponja (fibrose) deixando a angiogenese restrita intraesponja. Desta forma o SQAN
neste caso ndo se prestaria para esta analise fora da esponja ja que ele avalia a angiogenese
periesponja. E preciso lembrar que o estudo morfométrico quantifica vasos pela microscopia
estereoscopica (16x) e a quantificagcdo pelo HE ¢ pela microscopia otica (400x), que sdo para-
metros diferentes de andlise. Desta forma estamos falando de microvasculatura e os nossos

resultados de significancia estao neste cenario.

Em um estudo sobre cicatrizac¢do, o uso de membranas de colageno contendo extrato de
propolis vermelha, sugere que a incorporagdo do extrato ndo parece ter influenciado o padrao
de evolugdo cicatricial a ponto de interferir no valor médio do perimetro dos vasos capilares

residuais (BARRETO, 2008).

E importante salientar, em se tratando de propolis, que outras varidveis como: tipo de
extracdo, que pode nao ser tao eficiente ja que a propolis ndo ¢ soluvel em agua; diferentes
extragdes podem ter diferentes compostos bioativos, dose, tempo, tipo de angiogénese (se neo-
plasica ou inflamatéria) (FISCHER et al., 2008) podem influenciar o resultado.

Nossos resultados de significancia estatistica de inibicdo da angiogenese com propolis



68

favorece o pensamento de que a propolis possa ter uma a¢do imunomoduladora, que tem influ-
enciado ora estimulando, ora inibindo eventos imunoldgicos, o que se explica pela variedade
de compostos que constitui sua complexidade quimica ainda pouco estudada, bem como os
diversos métodos de extragcdo existentes e outras substancias como o 6xido nitrico (NO) e es-
pécies reativas do oxigénio (FISCHER et al., 2008).

Atualmente, o uso da prépolis como uma substancia imunomoduladora tem sido consi-
derada, por reduzir quadros inflamatorios em doencas como candidiase (KHOSRAVI et al.,
2014) e leishmaniose (SANTOS et al.,2017).

Essa modulagdo imunolégica se evidencia no trabalho quando de forma qualitativa fo-
ram verificados uma redug¢do significante no tocante a mastocitos nos grupos tratados com pro-
polis vermelha em relagao ao grupo controle que recebeu agua (p = 0,013), nos grupos de pre-
vencao + tratamento. Também podemos inferir esta reflexdo na forma quantitativa, onde o
grupo tratado com celecoxibe apresentou significancia em relagcdo ao grupo controle que rece-
beu agua (p = 0,002) nos grupos de prevencdo + tratamento.

Os mastocitos sdo derivados de células progenitoras hematopoiéticas na medula éssea
(LEVICK; WIDIDAPRADIJA, 2018) e sao fundamentais no desenvolvimento de doencgas in-
flamatdrias, uma vez que atuam alterando a permeabilidade vascular, através da liberagdo de
mediadores vasoativos e recrutando células inflamatorias (ROBUFFO et al., 2017), sendo es-
senciais na inflamag¢do aguda (CRUVINEL et al., 2010) e na inflamagdo cronica (SANTOS et
al., 2010).

Essa diminuigdo ja ¢ relatada na literatura, em trabalho que avalia o efeito da propolis
sobre mastocitos na cicatrizagao de feridas na cavidade bucal em hamsters (BARROSO et al.,
2012). A relagdo entre mastdcitos e a vasculatura e o aumento dessas células na inflamagao sao
acompanhadas de angiogénese (CORREIA; MEDRADO, 2013).

Com essa redugdo sugere-se o mecanismo de agdo inibitoria da inflamagao e
angiogénese propolis vermelha pelo mastdcito neste estudo.

Decorrente da agdo de mediadores produzidos por mastdcitos ocorre o recrutamento de
macréfagos para o local de lesdo tecidual visando o reparo (BARRETO, 2008). Os macrofagos,
com sua func¢ao fagocitica predominam na inflamagao crdnica, a permanéncia do agente lesivo,
no caso o implante da esponja (agente fisico) leva a cronificagdo do processo inflamatorio, a
presenga dos macréfagos e de angiogénese ratificam a cronicidade dessa inflamagdo, uma vez
que os proprios macrofagos liberam citocinas inflamatérias ampliando a duragdo do evento
inflamatério (CRUVINEL et al., 2010).

No trabalho foi verificado que o nimero de macrofagos foi significantemente maior no
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grupo tratado com propolis vermelha (prevencdo +tratamento) que nos demais grupos
(celecoxibe, goma arabica e agua) (p = 0,001).

Esse aumento no niimero de macrofagos no grupo tratado com propolis vermelha ¢
conhecido. A propolis promove a ativagdo de macrofagos, desempenhando um papel
fundamental na defesa do organismo, através da fagocitose, geracdo de radicais livres,
mediacdo de processos inflamatorios e secre¢do de uma variedade de substancias diferentes,
como enzimas, citocinas € componentes do sistema complemento; também pode ser observado
o incremento das respostas imunes celular e humoral. A acao da prépolis sobre os macrofagos
resulta em aumento da capacidade fagocitica (FISCHER et al., 2008) e aumento da atividade
tumoricida dos macrofagos (ORSOLIC; BASIC,2005).

Com a cronificacdo do processo inflamatorio € notavel a presenga das células gigantes,
que consistem no agrupamento de macrofagos e que podem se desenvolver em resposta a
agentes com baixa atividade imunoldgica, como ocorre em matérias ndo absorviveis
(BARBIERI et al., 2017). O grupo que recebeu propolis vermelha apenas no tratamento,
apresentando (p = < 0,001) apresentou diferenca significativa no niimero de células gigantes
em relacdo ao grupo controle que recebeu agua sugerindo atividade anti-inflamatoria por parte
da propolis vermelha.

Em relacdo ao numero de vasos sanguineos houve uma reducao no grupo do celecoxibe
que foi administrado (prevengao-+tratamento) em relacdo ao grupo controle (que recebeu dgua)
(p = 0,007), exercendo atividade inibidora de angiogénese; quando administrado apenas no
tratamento foi verificada um aumento no numero dos vasos quando comparado ao grupo
controle que recebeu agua (p = 0,008), exercendo atividade estimuladora da angiogénese. O
celecoxibe pode apresentar propriedades estimuladoras de angiogénese (XU; GAO; SHU,
2011). Nanoparticulas de celecoxibe induziram uma vascularizagdo significativa do miocardio
isquémico (MARGULIS et al., 2015), possibilitando uma outra importante aplicagdo. Mesmo
conhecido como inibidor de angiogénese, o celecoxibe ndo inibiu angiogénese inflamatoria
(JAMACARU, 2006) e angiogénese tumoral (DORNELAS et al., 2012).

Na analise morfométrica, o celecoxibe reduziu de forma discreta a angiogénese ¢ sem
significancia estatistica. O celecoxibe que ¢ um inibidor da COX-2, ¢ conhecido como inibidor
de angiogénese, como por exemplo no cancer colorretal (GHANGHAS et al., 2016) na
retinopatia (LIU; CHEN; CAI, 2015). Talvez as variaveis como dose e tempo de experimento
nao foram adequadas para apresentar resultados estatisticos significantes como ja relatados na
literatura. Seriam diferentes mecanismos de a¢ao (dos efeitos aparentemente contraditorios de

estimular e inibir a angiogenese)?
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Qualitativamente, em relacdo ao numero de mastdcitos houve uma redugdo significante
em relacao ao grupo controle que recebeu agua (p = 0,013) quando celecoxibe foi administrado
de forma preventiva o que se confirmou na analise quantitativa, onde houve uma redugao
significante em relacdao ao controle que recebeu agua (p = 0,002). Essa reducao de mastocitos
observada no grupo do celecoxibe vai ao encontro da literatura, uma vez que o celecoxibe
apresenta efeito imunomodulatério (CHIBA et al., 2012).

O grupo controle que recebeu celecoxibe (p =<0, 001) apenas no tratamento apresentou
diferenca significativa na contagem de células gigantes em relagdo ao controle que recebeu
agua, indicando atividade anti-inflamatoria do celecoxibe. Diferenca essa também verificada
na nimero de células gigantes no grupo que recebeu goma arabica (p= < 0, 001) apenas no
tratamento comparado com o grupo controle que recebeu agua, sugerindo atividade anti-

inflamatéria da goma.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos apontam que a propolis vermelha ndo inibiu a angiogénese na
dose e tempo estabelecido pelo desenho experimental no tocante a quantificagao da angiogénese
morfométrica.

Ao exame histoldgico de inflamacdo em bolsa jugal de hamster, a propolis vermelha
apresentou atividade imunomoduladora, reduzindo a populagdo de mastécitos quando
administrada de forma preventiva e continuada na analise qualitativa. A prépolis vermelha
aumentou a populagdo de macrofagos, quando administrada de forma preventiva. Na contagem
de vasos sanguineos, quando a propolis vermelha foi administrada de forma preventiva, houve
redu¢do na contagem dos vasos sanguineos. Estes resultados caracterizam a atividade inibidora
de angiogénese, atividade anti-inflamatéria, antioxidante e imunomoduladora da propolis
vermelha.

Mais estudos s3o necessarios, tanto in vivo como in vitro, para estabelecer os
mecanismos de acao da propolis vermelha, tornando-a uma aliada no tratamento de doengas em

que a angiogénese inflamatdria se faz presente.
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7 CONCLUSAO

A propolis vermelha inibiu a angiogénese inflamatoéria quando administrada prévia e
continuadamente apds o implante.

O modelo experimental de implante de esponja na bolsa jugal de hamster foi criado com
sucesso

A quantificagao morfométrica SQAN em microscopia estereoscopica de vasos em bolsa
jugal de hamster no tempo de 11 dias ndo se presta para analise deste modelo.

A propolis vermelha exerceu efeitos imunomodulatérios em células inflamatorias

(mastocitos e macrofagos).
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GRUPO V
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GRUPO VII
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APENDICE B TABELA DE AVALIACAO QUALITATIVA DAS LAMINAS NA CO-
LORACAO DE HEMATOXILINAEOSINA POR ESCORES AUSENTE LEVE MODE-
RADO ACENTUADO

AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO 1

Animal Microabcesso  Mastocito Macrofago  Linfécito Células Granuloma Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 0 3 2 2 3 2 2
Hamster 2 0 0 4 2 2 2 2
Hamster 3 4 0 4 2 0 0 4
Hamster 4 4 2 4 2 2 3 4
Hamster 5 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 6 0 0 0 0 0 0 0
Total 8 5 14 8 7 7 12

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)

AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO 11

Animal Microabcesso  Mastocito Macrofago Linfécito Células Granuloma  Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 0 0 3 3 3 3 2
Hamster 2 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 3 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 4 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 5 0 0 4 2 3 3 2
Hamster 6 0 0 4 3 3 3 3
Total 0 0 11 8 9 9 7

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)

100



101

AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO III

Animal Microabcesso Mastécito  Macrofago Linfécito Células Granuloma  Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 4 0 2 2 2 2 3
Hamster 2 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 3 0 0 4 3 3 3 2
Hamster 4 3 3 3 2 0 0 4
Hamster 5 0 2 3 2 3 3 2
Hamster 6 0 3 4 2 2 2 3
Total 7 8 16 11 10 10 14

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)

AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO 1V

Animal Microabcesso  Mastocito Macrofago Linfécito Células Granuloma Fibrose
gigantes  de corpo
estranho
Hamster 1 0 2 3 3 3 3 3
Hamster 2 2 2 4 2 0 0 4
Hamster 3 0 3 4 2 3 3 2
Hamster 4 0 2 3 3 3 3 3
Hamster 5 3 2 3 2 3 3 3
Hamster 6 0 2 3 2 3 3 2
Total 5 13 20 14 15 15 17

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)
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AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO V

Animal Microabcesso Mastdcito Macrofago Linfocito Células Granuloma Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 2 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 3 0 2 3 2 2 2 2
Hamster 4 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 5 4 2 2 2 0 0 4
Hamster 6 0 0 0 0 0 0 0
Total 4 4 5 4 2 2 6

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)

AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO VI

Animal Microabcesso Mastocito Macrofago Linfécito Células Granuloma  Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 2 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 3 4 0 3 2 3 3 2
Hamster 4 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 5 0 2 4 2 3 3 0
Hamster 6 0 2 3 2 3 3 2
Total 4 4 10 6 9 9 4

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)
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AVALIACAO QUALITATIVA DO GRUPO VII

Animal Microabcesso Mastocito Macrofago Linfécito Células Granuloma Fibrose
gigantes  de corpo
estranho
Hamster 1 0 2 3 2 3 3 2
Hamster 2 0 2 3 2 3 3 2
Hamster 3 3 2 2 2 3 3 2
Hamster 4 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 5 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 6 0 0 0 0 0 0 0
Total 3 6 8 6 9 9 6
Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)
AVALIACAO QUALITATIVA DOGRUPO VIII
Animal Microabcesso Mastocito Macrofago Linfécito Células Granuloma Fibrose
gigantes  de corpo es-
tranho
Hamster 1 4 2 3 2 3 3 2
Hamster 2 0 2 3 2 2 3 2
Hamster 3 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 4 0 0 0 0 0 0 0
Hamster 5 0 2 2 2 2 2 2
Hamster 6 0 0 0 0 0 0 0
Total 4 6 8 6 7 8 6

Escores: Ausente (0) Leve (2) Moderado (3) Acentuado (4)
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APENDICE C-SOMATORIO DE ESCORES DOS ACHADOS HISTOLOGICOS EM
LAMINAS CORADAS EM HE POR GRUPO

Microabcesso  Mastécito  Macrofago  Linfécito Células Granuloma Fibrose

Grupo gigantes  de corpo es-
tranho

| 8 5 14 8 7 7 12
I 0 0 11 8 9 9 7
I 7 8 16 11 10 10 14
v 5 13 20 14 15 15 17
A% 4 4 5 4 2 2 6
\%! 4 4 10 6 9 9 4
VII 3 6 8 6 9 9 6
VIII 4 6 8 6 7 8 6
TOTAL 35 46 92 63 68 69 72
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APENDICE D - TABELA DE MEDIA DE PESOS DOS ANIMAIS POR GRUPO

GRUPO 1" SEMANA 2° SEMANA 3" SEMANA 4" SEMANA
I 156,1 g 162,7 g 167,6 g 171 ¢
II 167,.8 g 1693 g 170,1 g 170,1 g
I 1522 ¢ 156,5¢ 164 ¢ 1673 ¢
v 166,7 g 1673 g 170,5 g 1719 ¢
v - - 1452 ¢ 149 ¢
VI - - 1154 ¢ 1255¢
VII - - 144 ¢ 155 ¢
VIII - - 1524 ¢ 1557 g
200-
150- T T% B % e
G5

1004

Peso (g)

50+

™ T2

G8

Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni. Nao houve diferenca estatistica significante entre os pesos dos animais.
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APENDICE E-TABELA DE CONSUMO DE SUBSTANCIAS POR GRUPO

GRUPO

II

III

1A%

VI

VII

VIII

1* SEMANA
93, 6 mg
20,1 mg
45,6mg

Agua

Agua

2 SEMANA 3" SEMANA 4 SEMANA

97,2 mg

20,2 mg

46,8 mg

agua

agua

99, 6mg

20,4mg

49,2mg

agua

86,4mg

13,80mg

43,2 mg

agua

102 mg

20,4 mg

49,8 mg

agua

88,8 mg

15,06 mg

46,2mg

agua
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APENDICE F- TABELA DE NEOVASCULARIZACAO POR GRUPO

GRUPO I

Animal

HI1 panoramica

Area Selecionada

Animal excluido

Area de Neovascularizagdo Porcentagem (%)

Animal excluido

Animal excluido

H2 panoramica 86700 19730 22,7566

H3 panoramica 86700 18169 20,9562

H4 panoramica 86700 18885 21,782

H5 panoramica 86700 19147 22,0842

H6 panoramica 86700 19160 22,0992

H7 panoramica 86700 18799 21,6828
GRUPO I

Animal

H1 panoramica
H2 panoramica
H3 panoramica
H4 panoramica
H5 panoramica

H6 panoramica

Area Selecionada

86700

86700

86700

86700

86700

86700

Area de Neovascularizagio Porcentagem (%)

18885

19669

20105

18911

19597

18661

21,782
22,6863
23,1892
21,812
22,6032

21,5236
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GRUPO III

108

Animal
HI1 panoramica

H2 panoramica

Area Selecionada
86700

Animal excluido

Area de Neovascularizagao

19293

Animal excluido

Porcentagem (%)

22,2526

Animal excluido

H3 panoramica 86700 18963 21,872

H4 panoramica 86700 18709 21,579

H5 panoramica 86700 19242 22,1938

H6 panoramica 86700 18024 20,7889

H7 panoramica 86700 18946 21,8524
GRUPO IV

Animal

H1 panoramica
H2 panoramica
H3 panoramica
H4 panoramica
HS5 panoramica

H6 panoramica

Area Selecionada
86700
86700
86700
86700
86700

86700

Area de Neovascularizagao

18024

18641

19045

17562

19037

18342

Porcentagem (%)

20,7889
21,5006
21,9666
20,2561
21,9573

21,1557
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GRUPO V
Animal Area Selecionada Area de Neovascularizagio Porcentagem (%)
H1 panoramica 86700 19252 22,2053
H2 panoramica 86700 18590 21,4418
H3 panoramica 86700 19635 22,6471
H4 panoramica 86700 18118 20,8973
HS5 panoramica 86700 16557 19,0969
H6 panoramica Animal excluido Animal excluido Animal excluido
H7 panoramica 86700 18298 21,105
GRUPO VI
Animal Area Selecionada Area de Neovascularizagio Porcentagem (%)
HI panoramica Animal excluido Animal excluido Animal excluido
H2 panoramica 86700 19169 22,1096
H3 panoramica 86700 18479 21,3137
H4 panoramica 86700 18344 21,158
HS5 panoramica 86700 18988 21,9008
H6 panoramica 86700 19949 23,0092
H7 panoramica 86700 18282 21,0865
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GRUPO VII

110

Animal
H1 panoramica

H2 panoramica

Area Selecionada

86700

Animal excluido

Area de Neovascularizagdo Porcentagem (%)

18557

Animal excluido

21,4037

Animal excluido

H3 panoramica 86700 17957 20,7116

H4 panoramica 86700 18064 20,831

HS5 panoramica 86700 18358 21,1742

H6 panoramica 86700 19007 21,9227

H7 panoramica 86700 18821 21,7082
GRUPO VIII

Animal

HI panoramica
H2 panoramica
H3 panoramica
H4 panoramica
HS5 panoramica
H6 panoramica

H7 panoramica

Area Selecionada

86700
Animal excluido
86700
86700
86700
86700

86700

Area de Neovascularizagao

17644
Animal excluido
19415
17453
17881
18652

18808

Porcentagem (%)
20,3506

Animal excluido
22,3933

20,1303

20,624

21,5133

21,6932
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APENDICE G- TABELA DE AVALIACAO DA ANGIOGENESE NOS GRUPOS 1, 11,
II1 E IV, POR MEIO DA DETERMINACAO DA AREA VASCULAR EM IMAGENS
ESTEREOSCOPICAS PANORAMICAS DA CIRCUNVIZINHANCA DA ESPONJA,
EXPRESSA EM PIXELS E EM TERMOS PERCENTUAIS.

Grupo | Grupo 11 Grupo III Grupo IV Significancia

Areavascular g i DP(n) MédiatDP(n) MédiatDP(n) MédiatDP(n)  (ANOVA)

Pixels 18981,67 + 19304,67 + 18862,83 + 18441,83 + 00752
514,25 (6) 566,42 (6) 463,26 (6) 585,89 (6) p=5
Percentual 21,89 £0,59 (6) 22,27 +0,65(6) 21,76 +0,53(6) 21,27+0,68(6) p=02122

*DP: desvio padrao

111



112

APENDICE H - TABELA DE AVALIACAO DA ANGIOGENESE NOS GRUPOS V, VI,
VII E VIII, POR MEIO DA DETERMINACAO DA AREA VASCULAR EM IMAGENS
ESTEREOSCOPICAS PANORAMICAS DA CIRCUNVIZINHANCA DA ESPONJA,
EXPRESSA EM PIXELS E EM TERMOS PERCENTUAIS

Grupo V Grupo VI Grupo VII Grupo VIII Significancia

Areavascular  \reqio i DP(n) MédiatDP(n) MédiatDP(n) MédiazDP(n)  (ANOVA)

18408,33 + 18868,50 + 18460,67 £ 18308,83 +

Pixels 1074,56 (6) 639,20 (6) 414,53 (6) 767,86 (6)

p = 0,6069

Percentual 21,23 £124(6) 21,76 +0,74 (6) 21,29+0,48 (6) 21,12+0,89(6)  p=0,6069

*DP: desvio padrao.
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APENDICE I - AVALIACAO DA INFLAMACAO DOS GRUPOS I E III (PROPOLIS
VERMELHA E GOMA ARABICA RESPECTIVAMENTE), POR MEIO DA DETER-
MINACAO DE ESCORES, EXPRESSA EM TERMOS ABSOLUTOS E PERCENTU-

AIS
Grupo
I 11 p-Valor
Microabcesso
Ausente 4 4 0,513
66,7% 66,7%
Leve 0 0
,0% ,0%
Moderado 0 1
,0% 16,7%
Acentuado 2 1
33,3% 16,7%
Mastoécito
Ausente 4 3 0,788
66,7% 50,0%
Leve 1 1
16,7% 16,7%
Moderado 1 2
16,7% 33,3%
Macrofago
Ausente 2 1 0,469
33,3% 16,7%
Leve 1 1
16,7% 16,7%
Moderado 0 2
,0% 33,3%
Acentuado 3 2
50,0% 33,3%
Linfécito
Ausente 2 1 0,513
33,3% 16,7%
Leve 4 4
66,7% 66,7%
Moderado 0 1
,0% 16,7%
Células gigantes
Ausente 3 2 0,766
50,0% 33,3%
Leve 2 2
33,3% 33,3%
Moderado 1 2
16,7% 33,3%
Granuloma de corpo estra-
nho
Ausente 3 2 0,766
50,0% 33,3%
Leve 2 2
33,3% 33,3%
Moderado 1 2
16,7% 33,3%
Fibrose
Ausente 2 1 0,446
33,3% 16,7%
Leve 2 2
33,3% 33,3%
Moderado 0 2
,0% 33,3%
Acentuado 2 1
33.3% 16,7%
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APENDICE J- AVALIACAO DA INFLAMACAO DOS GRUPOS V E VII (PROPOLIS
VERMELHA E GOMA ARABICA RESPECTIVAMENTE), POR MEIO DA DETER-
MINACAO DE ESCORES, EXPRESSA EM TERMOS ABSOLUTOS E PERCENTU-

AIS

\% VII p-Valor
Microabcesso
Ausente 5 5 0,368
83.,3% 83,3%
Moderado 0 1
,0% 16,7%
Acentuado 1 0
16,7% ,0%
Mastécito
Ausente 4 3 1,000
66,7% 50,0%
Leve 2 3
33,3% 50,0%
Macrofago
Ausente 4 3 0,788
66,7% 50,0%
Leve 1 1
16,7% 16,7%
Moderado 1 2
16,7% 33,3%
Acentuado 0 0
,0% ,0%
Linfocito
Ausente 4 3 1,000
66,7% 50,0%
Leve 2 3
33,3% 50,0%
Células gigantes
Ausente 5 3 0,105
83.,3% 50,0%
Leve 1 0
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16,7% ,0%
Grupo
v Vil P-Valor
Moderado 0 3
,0% 50,0%
Granuloma de corpo estranho
Ausente 5 3 0,105
83,3% 50,0%
Leve 1 0
16,7% ,0%
Moderado 0 3
,0% 50,0%
Fibrose
Ausente 4 3 0,343
66,7% 50,0%
Leve 1 3
16,7% 50,0%
Acentuado 1 0
16,7% ,0%
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APENDICE K - AVALIACAO QUANTITATIVA DA INFLAMACAO COMPA-
RANDO OS GRUPOS I E I1I.

Na comparagdo do numero de vasos sanguineos, entre os grupos I (propolis vermelha) e III

(goma arabica), nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p= 0,305 (figura A).

Figura A— Contagem dos vasos sanguineos dos grupos I e III

Contagem de vasos

Na comparag¢ao do namero de mastocitos, entre os grupos I (propolis vermelha) e 11 (goma

arabica), nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p=0,986(figura B).

Figura B- Contagem dos mastécitos dos grupos I e 111
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Na comparagdo do nimero de macrofagos, entre os grupos I (prépolis vermelha) e 111 (goma

arabica), o grupo tratado com goma arabica foi significante menor, apresentando p= 0,026 (Fi-

gura C).
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Figura C— Contagem dos macrofagos dos grupos I e II1
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Na comparacao do ntimero de linfocitos, entre os grupos I (prépolis vermelha) e III (goma

arabica), nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p= 0,989 (figura D).

Figura D— Contagem dos linfécitos dos grupos I e III

400+

Contagem de linfécitos

Na comparacdo do nimero de células gigantes, entre os grupos I (propolis vermelha) e I1I (goma

arabica) nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p= 0,363 (figura E).
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Figura E— Contagem de células gigantes dos grupos I e III
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APENDICE L-TABELA DE AVALIACAO QUANTITATIVA DA INFLAMACAO DOS

GRUPOS I E III, EXPRESSA EM MEDIA E ERRO-PADRAO DA MEDIA.

Grupo
I I1I p-Valor
Vasos 36,054  42,5+23 0,305
Mastocitos 149,7+25,9 149,249,5 0,986
Macrofagos 75,5€22,5  4,8+0,8 0,026
Linfécitos 245,0+43,6 245,7£22,5 0,989
Células gigantes 5,7+4,7 1,2+0,6 0,363

*para significancia estatistica considera-se p <0,05, teste t de Student.
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APENDICE M - AVALIACAO QUANTITATIVA DA INFLAMACAO COMPA-
RANDO OS GRUPOS V E VIL

Na comparagdo do nimero de vasos sanguineos entre os grupos V (prépolis vermelha) e VII

(goma arabica) nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p= 0,330 (figura F).

Figura F- Contagem dos vasos sanguineos dos grupos V e VII

Contagem de vasos
F-Y
(=]
1

Na comparacao do nimero de mastocitos entre os grupos V (propolis vermelha) e
VII (goma arabica), o grupo da propolis vermelha foi significante menor, apresentando p= 0,041

(figura G)

Figura G— Contagem dos mastocitos dos grupos V e VII

Na comparagdo do nimero de macréfagos, entre os grupos V (propolis vermelha) e VII (goma
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arabica) ndo houve diferenca estatistica significante, apresentando p= 0,161 (figura H).

Figura H- Contagem dos macréfagos dos grupos V e VII
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Na comparagdo do numero de linfocitos entre os grupos V (propolis vermelha) e

VII (goma arabica) ndo houve diferenca estatistica significante, apresentando p = 0,702 (figura

0.

Figura I- Contagem dos linfocitos dos grupos V e VII
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Na comparagao do namero de células gigantes, entre os grupos V (propolis vermelha) e VII

(goma arabica) nao houve diferenca estatistica significante, apresentando p = 0,093 (figura J).
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Figura J— Contagem de células gigantes dos grupos V e VII
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APENDICE N- TABELA DE AVALIACAO QUANTITATIVA DA INFLAMACAO
ODOS GRUPOS V E VII, EXPRESSA EM MEDIA E ERRO-PADRAO DA MEDIA.

Grupos
\4 A\ 11 p-Valor
Vasos 49.2+4.0 43,5+3,9 0,330
Mastocitos 259,7+17,0  317,3t17,6 0,041
Macrofagos 18,8+4,8 26,7+1,9 0,161
Linfocitos 306,8+17,6  297,0£17,7 0,702
Células gigantes 9,0+2,8 3,2+0,7 0,093

* teste t de Student.
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ANEXO A- APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO CEUA - UFC

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teofilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado"AVALIACAO DOS EFEITOS DA
PROPOLIS VERMELHA NA ANGIOGENESE E VIA DE SINALIZACAO DO VEGF EM
BOLSA JUGAL DE HAMSTER SUBMETIDOS A IMPLANTE DE ESPONJA
ABSORVIVEL”, protocolo n® 05/2016, sob responsabilidade da Profa. Dra. Conceigéo
Aparecida Dorneles, que envolve a produgéo, manutengdo e/ou utilizagdo
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de n°8 de
outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi aprovado
pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal

do Ceara, em reunido em 26 de margo de 2016.
[ Vigéncia do projeto Janeiro/2016 a dezembro/2017

Espécie/Linhagem Hamster

N° de Animais 48

Peso/Idade 40g J

Sexo Fémea

Origem Biotério Central da UFC \

Fortaleza, 26 de margo de 2016

o
Prof. D/r%‘%z Siqueira

Coordenador do CEUA - UFC
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA

COORDENADOR DA COMISSAQ DE £TICAE DO USOCOM
ANIMALS - CEUA/UFC - Matricula Siape: 1520734
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ANEXO B -COMPOSICAO NUTRICIONAL DA RACAO NUVILAB CR-1 IRRADI-
ADA

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO: MILHO INTEGRAL MOIDO, FARELO DE
SOJA, FARELO DE TRIGO, CARBONATO DE CALCIO, FOSFATO BICALCICO, CLO-
RETO DE SODIO, OLEO VEGETAL, VITAMINA A, VITAMINA D3, VITAMINA E, VI-
TAMINA K3, VITAMINA B1, VITAMINA B2, VITAMINA B6, VITAMINA B12, NIA-
CINA, PANTOTENATO D CALCIO, ACIDO FOLICO, BIOTINA, CLORETO DE CO-
LINA, SULFATO DE FERRO, MONOXIDO DE MANGANES, OXIDO DE ZINCO, SUL-
FATO DE COBRE, IODATO DE CALCIO, SELENITO DE SODIO, SULFATO DE CO-
BALTO, LISINA, METIONINA, BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: UMIDADE (MAX):
125g/kg PROTEINA BRUTA (MIN): 220g/kg EXTRATO ETEREO (MIN): 50g/kg MATE-
RIAL MINERAL (MAX): 90g/kg FIBRA BRUTA (MAX): 70g/kg CACIO (MIN-MAX): 10-
14 g/kg FOSFORO; 6.000 mg/kg

VITAMINAS: A (MIN) 13.000 UI/Kg; VITAMINA D3 (MIN) 2.000 UI/Kg, VITAMINA E
(MIN) 34 UI/Kg, VITAMINA K3 (MIN) 3mg/Kg, VITAMINA Bl (MIN)5 mg/Kg, VITA-
MINA B2 (MIN) 6mg/Kg, VITAMINA B6 (MIN) 7 mg/Kg, VITAMINA B12 (MIN) 22
mcg/Kg, NIACINA (MIN) 60 mg/Kg, PANTOTENO DE CACIO (MIN) 21 mg/Kg, ACIDO
FOLICO (MIN) 1mg/Kg, BIOTINA (MIN) 0,05mg/Kg, COLINA 1.900 mg/Kg. MINERAIS:
SODIO (MIN) 2700 mg/Kg; FERRO (MIN) 50mg/Kg; MANGANES (MIN) 60mg/Kg;
ZINCO (MIN) 60mg/Kg; COBRE (MIN) 10mg/Kg; IODO (MIN) 2MG/KG; SELENIO
(MIN) 0,05mg/Kg; COBALTO (MIN) 1,5 mg/Kg, FLUOR (MAX) 60mg/Kg. AMINOACI-
DOS: LISINA (MIN) 12g/Kg, METIONINA (MIN) 4.000Mg/Kg, ADITIVOS BHT
100,00mg/Kg.

Indicagdo :racdo irradiada para camundongos e ratos de laboratorio

Uso: administragdo a vontade em comedouros suspensos
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