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RESUMO

CORREA, Flavia Regina Sobreira. Polifendis da propolis: uma estratégia nutricional sobre o
reparo tecidual cutaneo. 2016. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Alimentacdo, Nutrigéo e
Saude) —Instituto de Nutri¢do, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2016.

A propolis é uma substéncia resinosa, rica em polifenois e extensivamente usada na
medicina alternativa. A mesma é produzida pelas abelhas da espécie Apis melifera, com o
objetivo de proteger suas colmeias contra a acdo de outros insetos, diversos agentes
infecciosos ou outros agressores externos. Entre as diversas espécies de propolis existentes
destaca-se a propolis vermelha brasileira, na qual a origem boténica foi identificada como
Dalbergia ecastophyllum popularmente conhecida como rabo-de-bugio, oriunda do Estado de
Alagoas. A prdpolis vermelha é rica em compostos fenolicos, e diversos efeitos bioldgicos
estdo atribuidos a sua composi¢do de compostos potencialmente benéficos a saude. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos dos polifendis da propolis vermelha (PPV) no processo de
reparo cutdneo em modelo murino de reparo tecidual. Camundongos Swiss (18) machos
foram submetidos a lesBes excisionais totais utilizando punch de biopsia de 8 mm no dorso
depilado. Os animais foram tratados por via oral com doses diarias do veiculo (solugédo
hidroalcodlica com 2% de etanol, grupo controle) ou 100 mg/kg de PPV (grupo P100) ou 200
mg/kg de PPV (grupo P200). Ao final do periodo experimental observou-se que 0 grupo
tratado com 100 mg/kg/dia de polifendis da propolis vermelha (PPV) apresentou melhora no
reparo tecidual, melhora da contracdo da leséo, aceleracdo da fase inflamatdria constatado
através da menor densidade de volume de células inflamatérias (p< 0,05), menos neutréfilos
por mm2 (p<0,05), menor expressao proteica do NF-xB, que corrobora com 0s menores niveis
de producdo de citocinas plasmaticas (TGF-B, TNF-a e IL-6). O grupo P200 mostrou
resultados semelhantes ao grupo controle. Com base nesses dados, o tratamento oral com
polifendis da propolis vermelha brasileira na dose de 100 mg/kg/dia pode representar uma
nova abordagem para o tratamento de lesGes cutaneas modulando a resposta inflamatéria em
modelo murino de reparo tecidual.

Palavras chaves: Propolis vermelha. Polifenois. Reparo tecidual. Inflamacéo



ABSTRACT

CORREA, Flavia Regina Sobreira. Polyphenols of propolis: a nutritional strategy on the skin
tissue repair. 2016. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Alimentacdo, Nutricdo e Saude) —Instituto
de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Propolis is a resinous substance rich in polyphenols and extensively used in alternative
medicine. The same is produced by bees Apis mellifera species, in order to protect their hives
against the action of other insects, many infectious agents or other external aggressors.
Among the diverse species of propolis highlight the Brazilian red propolis in which the
botanical origin was identified as Dalbergia ecastophyllum popularly known as monkey-tail,
coming from the State of Alagoas. The propolis is rich in phenolic compounds, and various
biological effects are attributed to the composition of potentially beneficial compounds to
health. The objective of this study was to evaluate the effects of the polyphenols of red
propolis (PPV) in the skin repair process in mice tissue repair. Swiss mice (18) mice were
subjected to total excising lesions using 8 mm biopsy punch on the shaved back. The animals
were treated orally with daily doses of vehicle (2% hydroalcoholic solution of ethanol control
group) or 100 mg/kg of PPV (P100 group) or 200 mg/kg of PPV (P200 group). At the end of
the experiment it was observed that the group treated with 100 mg / kg / polyphenol day of
propolis (PPV) showed improvement in tissue repair, improves the contraction of the injury,
acceleration of the inflammatory phase evidenced by lower volume density inflammatory
cells (p <0.05), except neutrophils per mmz2 (p <0.05), lower the protein expression of NF-kB,
which agrees with the lowest levels of plasma producing cytokines (TGF-B, TNF-a and IL-6).
The P200 group showed similar results to the control group. Based on these data, the oral
treatment with polyphenols of Brazilian propolis at a dose of 100 mg/kg/day may represent a
new approach to the treatment of cutaneous lesions modulating the inflammatory response in
a murine model of tissue repair.

Keywords: Red propolis. Polyphenols. Tissue repair. Inflammation
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INTRODUCAO

O reparo tecidual € um processo continuo que inicia apds uma lesdo. O processo de
reparo tecidual é complexo e caracterizado por uma série de interacGes e de reagGes entre
células e mediadores. Este processo pode ser dividido em trés fases distintas, que se
sobrepdem: a fase inflamatoria, proliferativa e de remodelamento (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse em evidéncias com base na medicina
alternativa, incluindo a utilizacdo de produtos naturais no reparo tecidual (JACOB et al.,
2015). A propolis é uma substancia resinosa, rica em polifendis, produzida pelas abelhas com
0 proposito de proteger as colmeias contra a a¢do de insetos e de outros agentes agressores.
Recentemente, tem crescido o interesse em investigar as propriedades medicinais da prépolis,
a composicdo quimica da mesma e a atuacdo de seus compostos no organismo (BANKOVA,
2005). Os componentes da prépolis incluem polifendis (flavondides, acidos fendlicos, e
ésteres), que tem sido atribuido a varios beneficios a saude ( RIGHI; NEGRI; SALATINO,
2013). Recentemente, um novo tipo de propolis, chamada propolis vermelha brasileira tem
sido investigada devido suas atividades bioldgicas, tais como: antibacteriana (INUI et al.,
2014), imunomoduladora (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016), antifungica (DAS
NEVES et al., 2016), antitumoral (DE MENDONCA et al., 2015), antioxidante (ALENCAR
et al., 2007), hepatoprotetora (RODRIGUEZ et al., 1997) e cicatrizante (DE ALMEIDA et al.,
2013a; HOZZEIN et al., 2015). Uma vez que o reparo de lesGes € um evento complexo e
considerando que a propolis vermelha tem sido sugerida por desempenhar um papel no
processo de inflamacdo devido a variedade de compostos fendlicos presentes em sua
composicdo, no presente estudo foi avaliado o efeito dos polifendis de prépolis vermelha

(PPV) em camundongos utilizando o modelo de reparo tecidual cutaneo.
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1 REPARO TECIDUAL CUTANEO

A pele e seus anexos compde o tegumento, que € o maior 6rgdo do corpo. A pele é
constituida por duas porcdes: epiderme e a derme. A epiderme é formada por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado e a derme € composta por tecido conjuntivo rico em
fibras de colageno (MARTIN, 1997). Entre as multiplas funcdes que este Orgdo exerce,
podemos destacar: defesa contra organismos estranhos, excrecao de sais minerais, percepcao
sensorial, capacidade de renovacao, protecdo contra agentes nocivos externos, manutencao da
temperatura corporal e sintese de vitamina D; (FREINKEL; WOODLEY, 2001; OVALLE et
al., 2008). Por exercer diversas funcdes essenciais ao organismo, a manutencdo e sua
integridade é imprescindivel. Sendo assim, o rompimento da integridade do tegumento (pele e
seus anexos cutaneos) representa a formagédo de uma lesdo havendo entdo a necessidade de
reparo o quanto antes para que ndo ocorram infecgoes.

O processo de reparo tecidual € complexo e caracterizado por uma serie de interacdes
e reagdes entre células e mediadores. Este processo pode ser dividido em trés fases distintas
que se sobrepfe: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007) (Fig.1).

Figura 1 - Fases do processo de reparo tecidual cutaneo

A B

Pélo

Legenda: As trés fases do reparo tecidual cutaneo. A) Fase Inflamatoria. B) Fase proliferativa C) Fase de
remodelamento.
Fonte: adaptada de GURTNER et al (2008).

A fase inflamatdria (Fig. 1A) é uma etapa primordial do reparo, dando inicio ao
processo que restabelece o tecido e suas funcbes (Fig. 1A). Esta fase € extremamente
importante para processo de reparo e pode ser subdividida em 2 fases: a primeira fase esta
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relacionada a resposta vascular e tem como funcgéo a restauracdo da hemostasia, e a segunda
fase consiste na resposta celular e a inflamacéo em si (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Com a
hemorragia inicial ha a exposicéo do tecido conjuntivo subendotelial altamente trombogénico
para as plaquetas. Estas plaquetas interagem com colageno, e assim ativam a cascata de
coagulagdo (GANTWERKER; HOM, 2012). A formacdo de um coagulo no local da lesdo
composto por trombinas, plaquetas, fibrinas e fibronectina serve como matriz proviséria para
as células, entre elas: os neutréfilos, mondcitos e células endoteliais. Esta matriz provisoria
além de auxiliar a migracédo de células para o local da leséo, atua também na concentracao de
quimiocinas e fatores de crescimento (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006)

Logo ap6s a formacdo deste codgulo, inicia-se a segunda etapa da fase inflamatdria
que € a resposta celular. Nesta fase a degranulacdo de plaquetas estimula a liberacdo de
fatores do crescimento e quimioatrativos. A liberacdo de interleucina-1 (IL-1), fator de
necrose tumoral- a (TNF-a), fator de crescimento transformante- [ (TGF-B), fator
plaquetério- 4 (PF-4) e produtos do metabolismo bacteriano irdo atrair os primeiros leucocitos
para o local da lesio (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Os neutrofilos séo
encontrados em maior numero no inicio da fase de reparo tecidual. Estas células secretam
proteases e eliminam bécterias locais e apds isto, sdo fagocitadas por macréfagos ou
extrudados com a crosta (GANTWERKER; HOM, 2012; PROFYRIS; TZIOTZIOS; DO
VALE, 2012). A menos que uma lesdo esteja infectada, o influxo de neutrdfilos cessara em
poucos dias; o prolongamento da presenca de neutrofilos no local da lesdo pode atrasar o
processo de reparo (MARTIN, 1997).

Devido a liberagdo de fatores quimioatrativos especificos como: TGF-p, fragmentos
proteicos de matriz extracelular e proteina quimioatrativa de mondcito 1 (MCP-1), os
monaocitos migram para o local da lesdo e ao chegar ao local diferenciam-se em macréfagos
(SINGER; CLARK, 1999).

Os macrofagos sao células que atuam regulando a fase inflamatéria do reparo, estas
realizam a fagocitose de organismos patogénicos, atuam removendo os detritos teciduais e
destruindo neutréfilos remanescentes. Estas células também liberam fatores de crescimento no
local da lesdo, entre eles podemos destacar: 0 TGF- B e o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Estes fatores sdo importantes na migragdo e proliferacdo celulares e na
producdo da matriz extracelular (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Deste modo, os macrofagos
possuem grande relevancia devido a sua atuacdo na resolucdo da inflamagdo e
desempenhando importante papel na transicdo entre inflamagéo e a fase proliferativa,

exercendo assim significativa influéncia nos estagios finais do processo de reparo
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(GURTNER et al., 2008; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999). Segundo
MARTIN (1997) a redugdo do nimero de macrofagos durante a fase inflamatdria pode atrasar
0 reparo de lesdes teciduais agudas.

Subsequente a fase inflamatoria, temos a fase proliferativa (Fig. 1B). Nesta fase a
matriz provisoria rica em fibrina é substituida por uma matriz rica em colageno (PROFYRIS;
TZIOTZIOS; DO VALE, 2012). Além disso ocorre a re-epitelizacdo, angiogénese (formagéo
de novos vasos sanguineos a partir de outros pré-existentes), deposicdo de colageno e
diferenciacdo miofibroblastica (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; DARBY et al.,
2014).

Os macrofagos sdo as principais células que fornecem continuamente fatores de
crescimento pertinentes ao processo de formacdo de uma matriz rica em fibras do sistema
colageno (fibroplasia) e angiogénese. Os fibroblastos realizam a producdo da matriz
extracelular que substitui a matriz provisoria, na qual é necessaria para dar suporte ao
crescimento celular e aos novos vasos que transportam oxigénio e nutrientes para sustentar o
metabolismo celular (SINGER; CLARK, 1999).

A re-epitelizacdo € o processo de restauracdo da epiderme. Este evento inicia-se
algumas horas ap06s a leséo e envolve a migracao e proliferacdo de queratindcitos formando a
lingua migratoria, a diferenciacdo da neo-epiderme em um epitélio estratificado e a
restauracdo da membrana basal que conecta a epiderme a derme subjacente (SINGER;
CLARK, 1999). Fatores de crescimento produzidos pelas plaquetas e ativados pelos
macrofagos, entre eles: fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento
transformante-o. (TGF- o)) séo liberados no local da leséo e induzem a re-epitelizagdo. Outro
fator que induz a re-epitelizacdo é o fator de crescimento de queratindcitos (KGF) sintetizado
pelos fibroblastos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). Os macrofagos estimulados
pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e pelo fator de crescimento
transformante-p1(TGF-B,), secretam EGF juntamente com as plaquetas, induzindo a
migracdo e proliferacdo de fibroblastos do tecido adjacente a lesio (MAHDAVIAN
DELAVARY et al.,, 2011; WITTE; BARBUL, 1997). O processo de re-epitelizagdo tem
inicio com o estimulo da migragéo e proliferacdo dos queratindcitos da margem da lesdo em
direcdo ao centro da mesma formando ao final uma nova epiderme, chamada de neo-epiderme
(LI; CHEN; KIRSNER, 2007). No decorrer da migracdo dos queratinocitos a partir dos
bordos da lesdo ha a digestdo da matriz extracelular através de proteases, e 0s queratindcitos
ao se tocarem tém a migracéo inibida por contato (GANTWERKER; HOM, 2012)..
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A formagdo de novos vasos € necesséria para fornecer um arcabouco nutricional para a
formacédo do novo tecido de granulacdo (SINGER; CLARK, 1999). Através da acdo do fator
de crescimento fibroblastico (FGF) e do VEGF, células endoteliais proliferam formando
novos vasos a partir de vasos sanguineos pre-existentes (MARTIN, 1997). O estimulo a
liberagdo do FGF no local da lesdo é feito a partir de macrofagos e células endoteliais
danificadas. Diversas células sdo responsaveis pela liberacdo do VEGF, entre elas:
fibroblastos, queratindcitos, macrofagos e células endoteliais (GURTNER et al., 2008; LI;
CHEN; KIRSNER, 2007).

Os fibroblastos que se encontram no tecido adjacente a lesdo sao ativados pela a¢édo do
PDGF e EGF, e ao serem ativados produzem a matriz extracelular, que é constituida de
colageno do tipo IlI, glicosaminoglicanos, fibronectina e outras proteinas de matriz
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). A formacdo dessa matriz extracelular
constituida por fibras de colageno relativamente desorganizadas, alta densidade de
macrdfagos, fibroblastos, granuldcitos, além do estabelecimento de uma nova rede de vasos,
forma um novo tecido de reconstitui¢do dérmica (REINKE; SORG, 2012). Através da acdo do
TGF-B, sintetizados pelos macrdéfagos, os fibroblastos em especial sdo estimulados a
expressar a-actina de musculo liso (a-SMA) se diferenciando em miofibroblastos. Estas
células depositam e sintetizam componentes da matriz extracelular e possuem propriedades
contréateis, desempenhando um papel importante na contracdo dos bordos da lesdo e deposicao
de matrix extracelular (DARBY et al., 2014; SINGER; CLARK, 1999).

O ultimo estagio da fase de reparo tecidual (Fig. 1C) tem como caracteristica a
substituicdo do tecido de granulacdo rico em fibras de colageno tipo Ill, vasos sanguineos e
células, por um contendo fibras de colageno tipo I, contendo menos vasos sanguineos e
células (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). A maioria das células sofre apoptose, entre elas:
células endoteliais, miofibroblastos, macréfagos e miofibroblastos fazendo com que haja
reducdo no nimero de células no tecido de granulacdo (DESMOULIERE et al., 1995;
GURTNER et al., 2008). Durante a fase de remodelamento, o colageno tipo Ill presente
inicialmente na matriz extracelular é progressivamente degradado e substituido pelo colageno
tipo I, um colageno mais espesso presente na pele normal. Esta deposi¢cdo se aproxima da
matriz extracelular da pele normal (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). O processo
de substituicdo do colageno € mediado pela acdo das metaloproteinases de matriz (MMPS)
que sdo secretadas pelos fibroblastos, macrofagos e células endoteliais (GURTNER et al.,
2008; SINGER; CLARK, 1999). Para haver um reparo normal, a atividade das MMPs ¢é

controlada pelos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (Li J et. al., 2007). Ao
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final do processo de reparo temos a formacdo de uma cicatriz, porém esta ndo apresenta as
mesmas propriedades da pele normal (DARBY et al., 2014; GURTNER et al., 2008).



18

2 PRODUTOS APICOLAS

Nos ultimos anos tem crescido o0 interesse em evidéncias com base na medicina
alternativa, incluindo a utilizacdo de produtos naturais no reparo tecidual (JACOB et al.,
2015). Entre a grande variedade de produtos naturais existentes no Brasil, os produtos
apicolas tém apresentado destaque por fornecer diversas propriedades farmacoldgicas e por
ser de facil obtencdo. A apicultura € uma atividade muito antiga, exercida desde a pré-histdria
(DOS SANTOS; RIBEIRO, 2009; MAIA DE ARAUJO, 2009) e a mesma esta diretamente
relacionada com a preservacdo ambiental, pois a producdo apicola de alta produtividade
depende da conservacdo da mata nativa, evitando desmatamento e poluicdo ambiental. A
apicultura colabora por meio da polinizacdo das plantas pelas abelhas, com a reproducéo de
espécies nativas e cultivadas, evitando a extingdo destas espécies e consequentemente
contribuindo para o equilibrio do ecossistema e manutencdo da biodiversidade (TEIXEIRA,;
GODOQY; COELHO, 2004). Por se tratar de uma atividade que envolve o aspecto social,
econbmico e ambiental, a apicultura é uma atividade do agronegdécio que mais tem sido
desenvolvida no Brasil, tornando-a conhecida como atividade de carater exportador, em
especial de prépolis e mel organico (GONCALVES, 2006; OLDONI, 2007). Com relacdo ao
mercado, até cinco anos atras a exploracdo de produtos apicolas no Brasil, era representado
majoritariamente pelo mel, porém era inexpressivo quando comparado ao mercado mundial
dado o preco praticado que ndo dava estimulos ao aumento da producdo, na época quase que
totalmente direcionada para o mercado interno. Em contrapartida, com a ocorréncia de
problemas envolvendo dois dos principais fornecedores mundiais em meados de 2000,
Argentina e China, houve uma forte uma gqueda na oferta do produto no mercado internacional
da ordem de 50.000 toneladas. Este fato elevou o preco do produto brasileiro a niveis nunca
registrados, o que forneceu impulso necessario para 0 aumento da producdo de mel no Brasil,
tendo maior impacto na apicultura nordestina (NETO; NETO, 2005).
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3 PROPOLIS

Entre os produtos apicolas, destaca-se a propolis. A mesma € produzida com o
objetivo de proteger as colmeias contra a agdo de outros insetos, diversos agentes infecciosos
ou outros agressores externos (BURDOCK, 1998; GHISALBERT]I, 1979). A prdpolis € uma
resina produzida pelas abelhas da espécie Apis melifera a partir de secrecbes de flores,
arvores, folhas e podlen, recebendo ainda a adicdo de substancias secretadas pela glandula
salivar das abelhas. A Apis melifera presente no Brasil, também chamada de abelha
africanizada é consequéncia de um cruzamento entre subespécies europeias trazidas pelos
jesuitas e abelhas africanas trazidas pelo pesquisador Warwick Kerr (MICHENER, 1975;
TOLEDO et al., 2006). O objetivo inicial do pesquisador era contribuir para a melhoria da
apicultura no Brasil através de um programa de melhoramento. Foi verificado que as abelhas
africanas da espécie Apis Mellifera Scutellata, apresentavam como caracteristicas positivas a
alta capacidade de adaptacdo e produtividade, e em contrapartida apresentavam a alta
agressividade e tendéncia enxameatoria (enxameacdo € um fendbmeno natural e espontaneo,
no qual consiste na saida de parte das abelhas de uma colénia para formarem uma nova
coldnia em outro local, a fim de garantirem sua sobrevivéncia e a propagacdo da espécie).
Sendo assim, 0 objetivo era eliminar ou reduzir, por selecdo, as caracteristicas negativas das
abelhas africanas e posteriormente distribuir aos apicultores as rainhas selecionadas. Porém a
ocorréncia de enxameacdes fez com que a africanizacdo dos apiarios acontecesse antes da
finalizacdo do programa de selec&o pretendido. Hoje temos entdo em todo territorio nacional
uma abelha poli-hibrida africanizada (OLDONI, 2007). Essas abelhas dispersaram-se por toda
América Central e América do Sul (MELLO; SILVA; NATAL, 2003). No Brasil, esta espécie
encontra-se bem adaptada as areas urbanas, margem de florestas e formacGes vegetativas
abertas, como regides costeiras (OLIVEIRA; CUNHA, 2005)

A propolis pode assumir tons que variam do amarelo-esverdeado, passando pelo
marrom-avermelhado ao negro. A propolis € um material quebradico quando frio e se torna
ductil e maledvel quando aquecido, possui tamanha elasticidade que pode distender-se em até
200% antes de romper-se, apresentando 1/11 da rigidez da cera. Seu ponto de fuséo é variavel
entre 60 a 70°C, sendo que pode atingir em alguns casos até 100°C. Das propriedades adesivas
derivou a designacdo em lingua inglesa de beeglue (cola-de abelha) (BANSKOTA,;
TEZUKA; KADOTA, 2001; BURDOCK, 1998). Seu aroma forte e caracteristico €
consequéncia de uma fracdo volatil de acidos fendlicos (BANSKOTA; TEZUKA; KADOTA,
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2001; BURDOCK, 1998; THOMSON, 1990). Estudos relataram que a composi¢do quimica
da prépolis pode variar de acordo com a sazonalidade regional, podendo entdo influenciar o
seu potencial de acdo (SFORCIN, 2007). A variacdo sazonal pode alterar a composic¢ao da
prépolis fazendo com que haja a diminui¢cdo em alguns componentes biologicamente ativos
acompanhado do aumento de outros (NUNES et al., 2009). A importancia de estudos que
abordam o efeito da sazonalidade da-se devido a caracterizagdo da matéria-prima de uma
determinada regido, uma vez que questdes climaticas tambem se diferenciam em funcéo da
regido onde o produto natural é obtido (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010). Outro fator que
também pode alterar a composicao da propolis é a flora utilizada pelas abelhas (BURDOCK,
1998; RUSSO; LONGO; VANELLA, 2002). Desse modo, a composicdo da propolis é um
reflexo direto da flora onde as abelhas estdo localizadas, assim como a sazonalidade regional
(GHISALBERTI, 1979).

A propolis era utilizada pelos egipcios para embalsamar cadaveres devido sua acao
anti-putrefativa. Suas propriedades medicinais também era reconhecidas por médicos gregos e
romanos como Galeno, Dioscorides, Aristoteles e Plinio. Ao final do século XIX na Africa do
Sul, a prépolis foi utilizada na guerra dos Boeres devido sua atuacdo cicatrizante
(CASTALDO; CAPASSO, 2002). Ao contrario do mel, ndo existem estatisticas confiaveis
sobre a producdo mundial da propolis. Entretanto, sabe-se que os maiores produtores
mundiais sdo a China, o Brasil, a Australia, o Uruguai e os Estados Unidos da Améria, 0s
quais processam cerca de 200 toneladas de propolis mensalmente para o consumo mundial. O
Japdo é um dos maiores consumidores de prépolis, este fato pode ser associado aos potenciais
efeitos preventivos e terapeuticos associados a propolis (MANN, 1994; SEBRAE, 2006).
Cerca de 75% de toda propolis produzida no Brasil é exportada, sendo o Japdo o maior
comprador (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002). A Nova Zelandia tem apresentado
significativo aumento no consumo anual de prépolis (SEBRAE, 2006).

A prépolis brasileira foi classificada em diferentes tipos de acordo com a vegetacdo
extraida e regido geografica de origem (PARK et al., 2002). A propolis tem demonstrado
varias atividades bioldgicas, como atividade antibacteriana (MARCUCCI et al., 2001), anti-
inflamatéria (KHAYYAL; EL-GHAZALY; EL-KHATIB, 1993; MONTPIED et al., 2003),
cicatrizante (BARBOSA et al., 2009), antitripanossomal (DA SILVA CUNHA et al., 2004;
MARCUCCI et al., 2001), antiviral (CHEN et al., 1996), anticarcinogénica (ASO et al.,
2004), antioxidante (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004; NAGAI et al.,
2003) e anticariogénica (HAYACIBARA et al., 2005; KOO et al., 1999, 2000; PARK et al.,
1998).
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4 PROPOLIS VERMELHA

A propolis € um produto apicola que vem despertando interesse da comunidade
cientifica. J& foram descritos diferentes tipos de propolis e a sua composicdo varia de acordo
com a sazonalidade e flora visitada pela abelha (SFORCIN, 2007; SIMOES-AMBROSIO et
al., 2010). Entre as espécies de propolis existentes destaca-se a propolis vermelha. A prépolis
vermelha (Fig 2) Foi identificada pela primeira vez na Venezuela e em Cuba cujas origens
botéanicas foram identificadas como Clusia scrobiculata e Clusia nemorosa respectivamente
(TRUSHEVA; TRUNKOVA; BANKOVA, 2007). Ja a principal origem boténica da prépolis
vermelha encontrada no Brasil é oriunda do Estado de Alagoas e foi identificada como
Dalbergia ecastophyllum (Fig. 3) popularmente conhecida como rabo-de-bugio, e pode ser

encontrado ao longo da praia e regido do mangue na regido nordeste (SILVA et al., 2008)

Figura 2 - Propolis Vermelha

Fonte: (PERRI, 2011)
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Legenda: Dalbergia ecastophyllume (A), caule da Dalbergia ecastophyllum contendo propolis vermelha (B).
Fonte: http://meliponariojandaira.blogspot.com.br/2011/02/abelhas-indigenas-sem-ferrao.html (Acessado em:
17/03/2016).

A propolis vermelha brasileira tem sido investigada por suas varias atividades
bioldgicas, entre elas: antibacteriana (INUI et al., 2014), imunomoduladora (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016), antifungica (DAS NEVES et al., 2016), antitumoral (DE
MENDONCA et al., 2015), antioxidante (ALENCAR et al., 2007), hepatoprotetora
(RODRIGUEZ et al., 1997) e cicatrizante (DE ALMEIDA et al., 2013a; HOZZEIN et al.,
2015).

Além de resinas, ceras, 6leos essenciais, polen e varios outros compostos organicos, a
prépolis vermelha apresenta também em sua composi¢do os polifendis, que da origens as suas
diversas propriedades funcionais. Os polifendis sdo considerados produtos do metabolismo
secundario de plantas, e seu conteudo esta associado ao grau de maturacao, clima, variedade,
composi¢cdo do solo, condi¢cbes de armazenamento e a localizacdo geogréfica. Eles sdo
produzidos como forma de defesa contra radiacdo UV e patdgenos, além de serem
responsaveis pela cor, aroma e adstringéncia em varios alimentos (MANACH et al., 2004;
PELEG; BODINE; NOBLE, 1998; YORDI et al., 2012). Os compostos fendlicos possuem
pelo menos um anel aromatico e um grupo hidroxila, podendo se apresentar livre ou fazendo
parte de heterosideos, ésteres ou éteres (CUNHA, 2009; EVANS; EVANS; TREASE, 2009;
SIMOES, 2007). Com relagio a ocorréncia no reino vegetal, os compostos fenélicos sdo
dividos em dois grupos: os amplamente distribuidos e os de distribuicdo restrita. Derivados de
acidos benzoicos e cindmicos, flavonoides, cumarinas e derivados de polimerizacdo (taninos e
ligninas) pertencem ao primeiro grupo e as demais classes pertencem ao segundo grupo
(SIMOES, 2007).

Os polifendis encontrados com mais frequéncia na prépolis brasileira sao:

pinobanskina, pinocembrina, crisina, fenil éster do acido caféico (CAPE), genisteina,
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kaempferol, apigenina, e galangina (ADELMANN et al., 2007; BANKOVA, 2005; VOLPI,
BERGONZINI, 2006). A ingestdo de compostos fendlicos pode interferir em diversos
processos fisioldgicos, auxiliando na absorcdo e na acdo de vitaminas, exercendo atividade
antiviral, anti-inflamatéria e antibacteriana, atuando no processo de reparo tecidual
(BENGMARK; MESA; GIL, 2009; DOU, 2009), atuando como antiviral (MAURIN;
BAILLY; COTELLE, 2003), imunomodulador (WILLIAMS ET al., 2004) e antioxidante
(PAVILONIS et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009). A propriedade anti-inflamatoria da
prépolis foi atribuida a presenca de compostos tais como: a quercetina, o acido cafeico,
narigenina e ao CAPE (SONG et al., 2002).

As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas a atividade
antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Em contrapartida a atividade dos
antioxidantes depende da estrutura quimica do composto fenolico, podendo ser determinada
pela acdo da molécula como agente redutor (velocidade de inativacdo do radical livre,
reatividade com outros antioxidantes e potencial de quelacdo de metais).

Ao avaliar o efeito da prépolis vermelha no tratamento de queimaduras da cornea em
coelhos induzida por hidroxido de sédio, OZTURK et al (2000) constataram o efeito anti-
inflamatorio da propolis comparado & dexametasona. Neste estudo os animais foram divididos
em trés grupos: Grupo 1 (controle) no qual foi administrado 0,3% de tobramicina e uma
solugdo tamponada com fosfato; grupo 2 no qual foi tratado com cobertura contendo
antibidtico e extrato etanolico de prépolis a 1%; o grupo 3 no qual recebeu cobertura contendo
antibidtico e dexametasona a 1%. O grupo tratado com dexametasona foi mantido como
controle positivo. Os farmacos foram administrados 4 vezes por dia durante 7 dias. O efeito
anti-inflamatorio da propolis vermelha foi constatado através da reducdo da inflamacéo da
cérnea na qual foi avaliada pelo célculo da média do indice inflamatério, obtido a partir da
observacao clinica de sintomas como: hiperemia ciliar e edema da cornea central e periférico.
Através do estudo foi visto que a propolis vermelha promoveu a reducgdo da infiltracdo de
células inflamatdrias. Ainda sobre o tratamento com a prépolis vermelha em queimaduras da
cérnea, um estudo utilizou 2 grupos divididos em: Grupo propolis, no qual foi tratado com
emulsdo contendo 1% de propolis e o grupo controle que recebeu a mesma formulagéo, porém
sem a propolis. Foi constatado que a propolis exerceu efeito anti-inflamatério através da
reducéo de neutrofilos no local da leséo e foi constatado também que a préopolis proporcionou
a regeneracao epitelial (MARTIN et al., 2013)

A atividade anti-inflamatoria de solucGes hidroalcodlicas da propolis foi constatada

tanto através de injecdes intraperitoniais, assim como em aplica¢des topicas, ou mesmo via
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oral em modelo murino (MENEZES; ALVAREZ; ALMEIDA, 1999). Além disso HU et al
(2005) associaram o efeito anti-inflamatério da propolis vermelha a redugdo dos niveis de
oxido nitrico, prostaglandinas E2 e interleucina-6 (IL-6).

Um estudo utilizando modelo murino de aterosclerose (animais LDL™) associou o
potencial anti-inflamatorio de fragdes ricas em polifendis de diferentes prdpolis (marrom,
verde e vermelha) a reducdo da expressdo génica de citocinas e quimiocinas como: MCP-1,
IFN-y e IL-6, receptor de trombospondina (CD36). Foi observado também que os polifendis
da propolis vermelha foi capaz de exercer maior efeito anti-inflamatério quando comparado
aos polifendis da propolis verde e marrom em placas ateroma (DALEPRANE et al., 2012)

Um extrato rico em polifendis da propolis vermelha foi utilizado em modelo animal de
isquemia-reperfusdo renal (IR) (dano celular induzido apds reperfusdo de um 6érgédo
isquémico) (DA COSTA et al., 2015). No estudo, ratos Wistar machos foram submetidos a
nefrectomia unilateral e contralateral renal I/R (60min). Os animais foram divididos em
quatro grupos: grupo Sham, grupo RP (ratos sham tratados com 150mg/kg/dia de prépolis
vermelha por técnica de gavagem), grupo IR (ratos submetidos a isquemia-reperfusdo renal) e
grupo IR-RP (ratos tratados com 150mg/kg/dia de propolis vermelha antes de serem
submetidos a isquemia-reperfusao). O estudo concluiu que os polifendis da propolis vermelha
protegeram contra insuficiéncia renal aguda isquémica e essa protecao foi associada a reducéao
do estresse oxidativo, ao aumento da 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e melhora na
expressao da heme-oxigenase. O aumento da eNOS traz beneficios, pois a reducdo da mesma
contribui para insuficiéncia renal por causar disfuncdo endotelial. Heme-oxigenase
proporciona uma protecdo contra lesdo por isquemia-reperfusdo nos rins devido as suas
atividades antioxidante, anti-inflamatoria e citoprotetoras. (DA COSTA et al., 2015).

Em um recente trabalho foi demostrado que a associacao do extrato hidroalcodlico da
prépolis vermelha em curativos a base de filme de colageno, em lesdes provenientes de
queimaduras foi capaz de reduzir a severidade inflamat6ria, aumentar os niveis de
miofibroblastos e induzir a substituicdo de coladgeno do tipo Il por colageno do tipo | (DE
ALMEIDA et al., 2013).
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5 FATOR DE TRANSCRICAO NF-kB E PROPOLIS

O fator de transcricdo NF-kB (fator nuclear kB) exerce funcdo na regulacdo de varios
genes que controlam a resposta inflamatoria em diversas doengas (BALDWIN, 1996). O NF-
kB pertence a uma familia de fatores de transcri¢do que inclui 5 genes, séo eles (DOLCET et
al., 2005):

e NF-kB1 (p50/p105)
e NF-xB2 (p53/p100)

e RelA (p65)
e C-Rel
e RelB

Esta familia é caracterizada por conter uma por¢do N terminal com cerca de 300
aminoacidos Rel homology domain (RHD), que se subdivide em uma regido que se liga ao
DNA e outra denominada de dominio de dimerizacdo. Na regido de dominio de dimerizacdo
encontra-se um sinal de localizacdo nuclear (NLS). A regido C-terminal se diferencia em cada
subunidade, sendo que p65, c-Rel e RelB possui um dominio de transativacdo (TAD),
necessario para dar inicio a atividade transcricional (FRANCO, 2010).

Quando ndo estimulado, 0 NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a proteina
inibitdria: o kB (I-xB), sendo entdo incapaz de regular a transcri¢do genética. Para que ocorra
sua ativacdo é necessaria a acdo da proteina conhecida como IKK. Esta proteina, ao ser
fosforilada (por exemplo: via Akt, IL-1, TNF) torna-se ativa, podendo entdo fosforilar o I-kB,
levando-o para a ubiquitinizacdo e consequente degradacdo via proteossomos (SURH et al.,
2001). Com a degradacdo do I-xB, o NF-«B torna-se livre no citoplasma e, desta forma sera
translocado para o ndcleo onde ira atuar como fator de transcricdo de diferentes genes alvos
envolvidos no processo de inflamagdo (CHANG et al., 2003). Entre os estimulos para
ativacdo deste fator de transcricdo estdo o0s neurotransmissores (tais como o glutamato),
proteinas neurotoxicas (como a B-amildide), neurotrofinas, citocinas (IL-1 e TNF), ésteres de
forbol, glicocorticoides, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de
bacterias e virus, irradiacdo ultravioletae produtos de reagdes de enzimas como a 6xido nitrico
sintase induzivel (O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997).
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Figura 4 - Transducao de sinal realizado pela RelA/NF-xB

Estimulos

Citoplasma

% 0.0 Proteossomos
¢%)

.\ 5

Q@ Nucleo
\I\ (R Q

Legenda: Transdug&o de sinal realizado pela Rel A/NF-«B.
Fonte: Adaptada de GILMORE (1999)

O TNF-a e IL-1 representam tipicas citocinas pro-inflamatorias das quais sdo liberadas
rapidamente em infeccBes ou injdrias teciduais. Devido o papel do NF-kB na expressdo de
outros genes de citocinas pré-inflamatérias, moléculas de adesdo, o mesmo tem sido
extensivamente estudado (LAWRENCE, 2009). Foi constatado que a propolis reduziu os
niveis de IL-1, TNF-o e IL-6 associado a inibigdo da expressdo do fator de transcricdo NF-kB
(WU et al., 2013). BUFALO et al (2013) analisaram a atividade anti-inflamatéria de
diferentes concentracbes de prépolis, do seu constituinte CAPE e do 6xido nitrico em
macrofagos. Foi observado que tanto a prépolis quanto o CAPE apenas foram capazes de
reduzir a produgdo de oOxido nitrico por macrdéfagos e reduzir a expressdo do NF-kB em
modelo murino.

Deste modo, com base na literatura verificamos que a propolis vermelha pode
influenciar beneficamente o processo de reparo tecidual cutaneo devido as suas diversas
propriedades bioldgicas, entre elas a anti-inflamatéria podendo entdo interferir em

determinadas fases do reparo em especial a fase inflamatdria.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Avaliar o efeito dos polifendis da prépolis vermelha (PPV) sobre o reparo de lesdes

excisionais totais na pele de camundongos.

6.2 Especificos

a)  Avaliar o efeito da administracdo oral de 100 mg/kg/dia e 200 mg/kg/dia de

polifendis da propolis vermelha (PPV) sobre a contracdo e re-epitelizacdo das lesdes cutaneas;

b) Avaliar e quantificar a densidade de células inflamatérias no tecido de
granulacao;

C) Avaliar e quantificar vasos sanguineos no tecido de granulacgéo;

d) Avaliar e quantificar as principais células inflamatorias do tecido de
granulacao;

e) Avaliar e quantificar os niveis proteicos de TGF-p ativo, TNF-a e IL-6 no soro.

f) Avaliar a expressdo proteica do NF-kBp65 na lesao.
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7 MATERIAL E METODO

7.1 Obtencdo das amostras brutas e preparacdo do extrato contendo polifendis da

propolis vermelha

As amostras de prépolis bruta foram obtidas no més de junho de 2014, em carater de
doacdo, provenientes de um produtor do municipio de Barra de Santo Ant6nio do Estado de
Alagoas, cujas coordenadas sdo 09°11'19,67"S/ 35°27'47,03". A obtencdo do extrato contendo
polifendis da propolis vermelha (PPV) foi realizada segundo DALEPRANE et al (2012) com
pequenas modificacdes. O processo de extracdo de compostos fendlicos iniciou com a
maceracdo da prépolis vermelha. Posteriormente, o macerado foi pesado (48g) e transferido
para um frasco &mbar contendo 480 mL de etanol P.A (80%). A extracdo foi realizada a 60°C,
em banho maria termoestatizado, por 30 minutos, sob agitacdo constante. Em seguida, foi
filtrado com auxilio de uma bomba a vacuo contendo um filtro de 22um, o filtrado foi
encaminhado para a centrifugacdo a 5000 g por 10 min. O sobrenadante foi transferido para
um baldo volumétrico, onde foi evaporado a baixa pressdo no aparelho Rotaevaporador
(Fisatom 801, Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda. Sdo Paulo. Brasil) e em seguida foi
liofilizado (HetoPowerDry LL3000, ThermoScientific) A amostra da PPV foi ressuspendida

em solucdo hidroalcéolica a 2% de etanol.

7.2 Animais experimentais

Foram utilizados 18 camundongos Swiss machos oriundos do biotério do
Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
da Universidade do Estado do Rio de janeiro, com 2 meses de idade, pesando
aproximadamente 22g *= 2. Durante todo periodo experimental, os amimais foram
acondicionados em uma sala com temperatura controlada (22°C) sob um ciclo de 12h de claro
e 12h de escuro, recebendo &gua e racdo comercial NUVILAB CR-1 ad libitum diariamente.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (CEUA/028/2014) (Anexo A)
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7.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos (n=6 animais por grupo) sendo eles: grupo
Controle recebendo solugdo veiculo (solugdo hidroalcdolica com 2% de etanol), grupo P100
recebendo uma dose diaria 100 mg/kg de PPV (reconstituido em solucdo veiculo) e grupo
P200, recebendo uma dose diaria 200 mg/kg de PPV (reconstituido em solucdo veiculo). As
concentragdes utilizadas em nosso estudo foram baseadas em estudos prévios (AL GHAMDI
et al., 2015; DALEPRANE et al., 2012; RODRIGUES et al., 2009; TELES et al., 2015) que
mostraram doses seguras e com atividade bioldgica dos polifendis da prdpolis. A massa
corporal foi medida desde o inicio até o final do experimento

O tratamento com PPV ou veiculo iniciou-se um dia antes da realizacdo da leséo (d-1)
com volume de 0,3 mL por técnica de gavagem. Um dia apds a administracdo dos PPV (d0),
foram realizadas duas lesdes excisionais totais no dorso depilado dos animais. A
administracdo de PPV ou veiculo manteve-se diariamente até 9 dias apos a lesdo (d9) e os

animais foram mortos 10 dias apds a realizacdo da lesao (d10).

Figura 5 - Desenho experimental
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0 Administragdo de 0,3mL de extrato etandlico da propolis vermelha ou 0,3mL
veiculo (solugdo hidroalcodlica a 2%)

Fonte: A autora, 2016.
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7.4 Protocolo de lesdo

Para realizar a lesdo, todos os animais foram anestesiados com injecédo intraperitoneal
de cetamina (150 mg/kg) e xilazina (156mg/kg). Apds a tricotomia do dorso, duas lesGes
excisionais com 8mm de diametro foram realizadas com o auxilio de um punch de bidpsia,
removendo a epiderme e a derme e expondo o paniculo carnoso de cada animal. As lesdes ndo

foram suturadas e cicatrizaram por segunda intencao.

7.5 Analise macroscopica

A éarea da lesdo foi medida no dia da lesdo (d0) e 3 (d3), 8 (d8) e 10 (d10) dias apds a
lesdo. Para isto, uma folha de papel celofane transparente foi aplicada sobre as lesdes e suas
margens foram desenhadas com auxilio de uma caneta permanente (NASCIMENTO,;
COSTA, 2006). As areas foram digitalizadas e analisadas utilizando o software de imagens
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, versdo 1.43). Os dados de contragdo
foram expressos como porcentagem da area inicial lesada. Animais com sinais de re-

epitelizacdo foram contabilizados.

7.6 Coleta do tecido, coloracao e analises microscopicas

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal de cetamina (150 mg/kg) e xilazina (15mg/kg), e apds a retirada dos tecidos,
foram mortos por exposicdo ao CO, e a coleta do sangue foi realizada por puncio
cardiaca. A lesédo localizada ao lado direito (sem pele sa adjacente) foi congelada a -80°C e
direcionada para analise molecular (western blot). A lesdo localizada ao lado esquerdo (com
pele s adjacente) foi fixada em formaldeido tamponado (pH =7,2), incluida em parafina
(cortes de 5 um) e direcionada para analise histologica e imunohistoguimica.

A avaliacdo da densidade do infiltrado inflamatorio e quantificagdo dos vasos

sanguineos foi realizada na area lesada, utilizando as lesGes coradas com hematoxilina e
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eosina que foram digitalizadas utilizando o escaner de laminas Pannoramic MIDI digital
(3DHISTECH Ltd. Budapeste, Hungria).

Para analise da densidade de ceélulas inflamatorias, foi utilizado um método
estereoldgico de contagem de pontos descrito previamente por GUNDERSEN et al. (1988).
Foram identificadas como ceélulas inflamatorias as basofilas com formato arredondado. Esse
método consiste em verificar a densidade de volume (V/v). A densidade de volume de cada
estrutura é expressa como a porcentagem de pontos que tocam em cada estrutura (Pp) em
relacdo ao numero de pontos totais (sistema teste com 16 pontos). Tanto na avaliagdo do
infiltrado inflamat6rio quanto na contagem de vasos sanguineos, foram analisados 5 campos
aleatdrios por animal (14.400pm?). Os dados foram expressos em densidade de volume de

infiltrado inflamatério (Vv [células inflamatérias] %) e vasos por mm?*

7.7 Imunohistoquimica e quantificacoes

Para a quantificacdo de neutrofilos e macrdéfagos, os cortes foram imunomarcados
respectivamente com anticorpo monoclonal anti-mieloperoxidase produzido em rato (1:500;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e anticorpo monoclonal anti-F4/80 produzido em
rato (1:500; Serotec Inc., Raleigh, Reino Unido). Para recuperacdo antigénica os cortes foram
incubados em tampao citrato em banho maria a 70°C (pH 6.0) antes da adicdo dos anticorpos.
Em seguida, os cortes foram incubados com perdxido de hidrogénio a 3% diluido em metanol
para inibicdo da peroxidase enddgena. Apds as lavagens, ambos o0s anticorpos primarios
foram detectados utilizando anticorpos secundarios biotinilados policlonais de coelho anti-
rato (1:800; DAKO, Carpinteria, CA), seguida da incubacdo com estreptavidina conjugada a
peroxidade (DAKO). A diaminobenzidina (DAB) foi utilizada como cromégeno. Os cortes
foram contrastados com hematoxilina de Dellafield.

Para a quantificacdo de miofibroblastos, foi realizada a imunomarcacdo dos cortes
com anticorpo contra a-SMA produzida em camundongo como descrito por CARDOSO et al
(2007). Antes da inibicdo da peroxidase enddgena, os cortes foram incubados com o sistema
Envision (1:60 DAKO) para que houvesse a neutralizagcdo de imunoglobulinas inespecificas
de camundongo presentes no tecido. Apds lavagens, os cortes foram incubados com uma

mistura de anticorpo primario monoclonal contra a-SMA (1:600; DAKO) e sistema Envision
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(1:20; DAKO). Diaminobenzidina (DAB) foi utilizada como cromdgeno. Os cortes foram
contrastados com hematoxilina de Dellafield.

Para quantificacdo de macrdfagos, neutréfilos e miofibroblastos, os cortes foram
digitalizados utilizando o escaner de laminas Pannoramic MIDI e foram avaliados 5 campos
aleatérios (14.400 pm?) por animal, localizados no tecido de granulagdo. A quantificacdo de
miofibroblastos foi realizado através da densidade de volume, usando 0 método estereoldgico
descrito previamente (GUNDERSEN et al.,, 1988) e os dados foram expressos em
(Vv[myofibroblasts]%). Os dados da quantificacdo de macrofagos e neutrofilos foram
expressos em células por mm?,

Todas as analises quantitativas foram feitas com cegamento e repetidas sem diferencga

entre as replicatas.

7.8 Western blot

A expressdo proteica do fator de transcrigdo NF-«xB foi detectada através da técnica de
western blotting. As les6es congeladas foram maceradas em tampao de lise (20 mM Tris-HClI,
pH 7.5, 138 mM NaCl, 10% glicerol, 1% Triton X-100, coquetel inibidor de protease P2714
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). A concentracdo de proteinas totais deste lisado foi
determinada através do acido bicincénico (BCA) (Thermo Fisher Scientific, Rockwood, TN)
conforme descrito por SMITH et al (1985). Foram utilizados 50 ug de proteina de cada lisado.
As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sodio, transferidas para membranas de polivinilideno. Posteriormente, as membranas foram
incubadas com anticorpos contra pNF-kBp65 (#3031, 65 kDa, 1:100) ou de NF-xBp65
(#8242, 65 kDa,1:100), (Cell Signaling, Beverly, MA) overnight a 4°C. As membranas foram
incubadas com anticorpos de cabra anti-rato conjugada com peroxidase de rabano (Santa Cruz
Biotechnology, 1: 3000) durante 1h e posteriormente o complexo antigeno-anticorpo foi
detectado por quimioluminescéncia (Clarity™ Western ECL substrato, Bio-RAD, Estados
Unidos) e ChemiDoc™ sistema XRS (Bio-Rad, Estados Unidos). As bandas foram medidas
utilizando o software Image J (National Institutes of Health) e os dados foram expressos como

unidades arbitrarias (U.A).
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7.9 Citocinas

Os niveis proteicos das citocinas: TNF-p, ativo, TNF-a e IL-6 foram medidos no
plasma dos animais atraves da técnica de ELISA utilizando Kits comerciais Duo Set kits R&D

Systems (Minneapolis, Minnesota, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante.

7.9.1 Andlise Estatistica

Os dados sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), com excecao
dos dados de re-epitelizacdo devido ao reduzido nimero de amostras. Inicialmente os dados
foram avaliados segundo a normalidade utilizando Teste D’Agostino-Pearson. Os dados
paramétricos (contracdo de lesdo, TGF-p, ativo e IL-6) foram analisados utilizando o one-way
ANOVA com o pos-teste de Sidak. Os dados ndo paramétricos foram analisados utilizando o
teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn (vasos sanguineos, miofibroblastos, infiltrado
inflamatdrio, neutrofilos, macréfagos positivos F4/80 e TNF-a e NF-kB). Em todas as
comparagdes, p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos os dados foram
analisados usando o software GraphPadPrism (GraphPadPrism version 6.0, SanDiego, CA).
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8 RESULTADOS

8.1 Avaliacdo da massa corporal dos animais experimentais

N&o houve varia¢do na massa corporal dos animais ao longo do experimento.

Figura 6 - Evolucgé@o ponderal dos grupos experimentais
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Legenda:Avaliacdo da média de massa corporal dos animais do
grupo Controle, P100 e P200, no dia da realiza¢do da lesdo (d0) e
dez dias (d10) apo6s a realizacéo da lesdo.

Fonte: A autora, 2016.

8.2 Analises macroscépicas

8.2.1 Contracdo da lesdo

Na Fig.7A estdo representadas as fotografias das lesdes. Conforme observado, trés
dias (d3) apos a realizacdo da lesdo néo foi evidenciada diferenca na contragédo da leséo entre
0s grupos estudados. Em contrapartida, oito dias apds a lesdo foi constatado que grupo P100
apresentou maior contracdo de lesdo quando comparado ao grupo controle e ao grupo P200.

Ao final do experimento (10 dias apos a realizacdo da lesdo), podemos constatar que o
grupo P100 manteve uma melhor taxa de contracdo de lesdo quando comparado ao grupo
controle e ao grupo P200 (Fig. 7B).
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Figura 7 - Avaliacdo da contracédo de lesdo. A
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Legenda: A) Fotografias das lesbes dos grupos tratados com polifendis da propolis vernelha (P100 e P200) e
grupo controle, trés dias (d3) apds a lesdo, oito dias (d8) e dez dias (d10) apds a lesdo. B) Porcentagem da area
inicial da lesdo no grupo controle, P100 e P200, em 3 (d3), 8 (d8) e dez dias (d10) apds a realizagdo da lesdo.
Sendo, * a comparacdo entre grupo Controle Vs P100 e # a comparagdo entre o grupo P100 Vs P200. Média
+EPM. *p<0.05, **p< 0,01, ###p<0,001 e #p<0.05.

Fonte: A autora, 2016.
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8.2.2 Re-epitelizacio

Com relacéo aos sinais de re-epitelizacdo, foi constatado que apos dez dias de leséo, o
grupo controle apresentou quatro animais com sinais de re-epitelizacdo, o grupo P100 um

animal apresentou sinais de re-epitelizacdo e no grupo P200 dois animais apresentaram sinais
de re-epitelizacdo. (Fig. 8A e 8B).

Figura 8 - Avaliacdo do processo de re-epitelizacéo A
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Legenda:A) Fotografia das lesdes com presenca de tecido de re-epitelizacdo em dez dias

apos a lesdo. B) Nimero de animais com sinais de re-epitelizagdo em cada grupo.
Fonte: A autora, 2016.



8.3 Andlises microscopicas

8.3.1 Densidade de volume do infiltrado inflamatdrio
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A quantificacdo do infiltrado inflamatorio foi realizado através das ldminas coradas

com hematoxilina e eosina (Fig. 9A). Podemos observar maior densidade de volume (Vv) de

células inflamatorias no grupo P200 quando comparado aos outros grupos estudados (Fig.

9B).
Figura 9 - Avaliacdo da densidade de volume de células inflamatorias A
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Legenda: A) Imagens representativas do infiltrado inflamatdrio no grupo controle, P100 e P200, 10 dias ap6s a
lesdo. B) Vv (densidade de volume) do infiltrado inflamatorio no grupo controle, P100 e P200, 10 dias apés a
realizacdo da lesdo. Sendo, $ a comparacdo entre grupo Controle Vs grupo P200 e # comparagdo entre grupo

P100 Vs P200. Média + EPM. #p<0,05 e $$$ p<0,001.
Fonte: A autora, 2016.
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8.3.2 Quantificacdo de Neutréfilos

A figura 10A mostra a imunomarcacédo de neutrofilos no tecido de granulacéo dez dias
apos a realizagdo da lesdo. Através da figura 10B, podemos constatar que o grupo P100 possui

um menor nimero de neutréfilos quando comparado ao grupo P200 e ao grupo controle.

Figura 10 - Avaliacdo de neutréfilos no tecido de granulacéo
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Legenda A) Imagens representativas da imunomarcacao de neutréfilos no grupo controle, P100 e P200, 10 dias
apos a lesao. B) Neutréfilos por mm2 nos grupo controle, P100 e P200, 10 dias apds a realizagdo da lesdo. Sendo,
* a comparacao entre grupo controle Vs P100 e # a comparacdo entre grupo P100 Vs P200. Média + EPM.
#p<0,05 e *p<0.05.

Fonte: A autora, 2016.
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8.3.3 Quantificacdo de Macréfagos

A Fig.11A indica a imunomarcacdo de macrdfagos positivos contra F4/80 no tecido de
granulacdo dez dias ap0s a realizagdo da lesdo. Apo6s a quantificacdo de macrofagos foi
possivel observar que os grupos P100 e P200 apresentaram maior numero de macrofagos

quando comparados ao grupo controle (Fig. 11B).

Figura 11 - Avaliacdo de macréfagos no tecido de granulacéo A
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Legenda: A) Imagens representativas da imunomarcagdo de macrofagos F4/80 no grupo controle, P100 e P200,
10 dias apds a lesdo. B) Dados quantitativos de macréfagos F4/80 positivos (céls/mm2) no grupo controle, P100
e P200, 10 dias ap6s a lesdo. Sendo, * a comparagdo entre grupo controle Vs P100 e $ grupo controle Vs grupo
P200. Média +EPM. * p<0,05 e $$$$ p< 0,0001.

Fonte: A autora, 2016.
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8.3.4 Quantificacdo de vasos sanguineos

Através da Fig.12A podemos observar a presenca de vasos sanguineos no tecido de
granulacdo dos grupos estudados. Com relacdo a quantificacdo de vasos sanguineos por mm2,
apos a avaliagdo nao foi observado diferenca no nimero de vasos entre 0s grupos estudados
(Fig. 12A e 12B).

Figura 12 - Avaliacdo de vasos sanguineos no tecido de granulacéo
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Legenda: A) Imagens representativas da quantificacdo de vasos sanguineos no grupo controle, P100 e P200, 10
dias apds a lesdo. B) Quantificagdo de vasos sanguineos em mm2 no grupo controle, P100 e P200 10 dias ap6s a
realizacdo da les&o.

Fonte: A autora, 2016.
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8.3.5 Densidade de volume de miofibroblastos

Apds a quantificacdo, foi observado que o grupo P200 apresentou maior numero de

miofibroblastos quando comparado ao grupo controle e ao grupo P100.

Figura 13 - Avaliagédo de miofibroblastos no tecido de granulagéo A
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Legenda: A) Imagens representativas da imunomarcagéo de a- actina de masculo liso no grupo controle, P100 e
P200, 10 dias ap6s a lesdo. B) Dados quantitativos da densidade de volume de miofibroblastos (\Vv) no grupo
controle, P100 e P200, 10 dias apds a lesdo. Sendo, $ a comparacédo entre grupo Controle Vs P200 e # grupo
P100 Vs P200. Média +EPM. $$p<0,01 e #p<0,05.

Fonte: A autora, 2016.
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8.4 Analises biomoleculares

8.4.1 Expressdo do fator de transcricio NF-xB

A expressdo do fator de transcricdo NF-kB fosforilado foi menor no grupo P100

quando comparado o grupo controle e ao grupo P200, dez dias apoés a lesdo (Fig.14).

Figura 14 Avaliacdo da expressao proteica do NF-kB/ NF-kB total.
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Legenda: Expressdo do fator transcricdo NF-xB nos grupos controle, P100 e P200, dez dias ap06s a lesdo. .
Sendo, *a comparac&o entre grupo Controle Vs P100 e # grupo P100 Vs P200. Média tEPM. ** p< 0,01 e
###p<0,001.

Fonte: A autora, 2016.
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8.4.2 Citocinas inflamat6rias

Foi constatado que o grupo P100 apresentou menores niveis de TGF- B, ativo, TNF-a,

e IL-6 quando comparado ao controle e ao grupo P200 no plasma.

Figura 15 - Avaliacdo das citocinas
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Legenda: A) Quantificacdo de TGF- B, ativo (pg/mL) no grupo controle, P100 e P200, dez (10) dias apo6s a lesdo
B) Quantificacdo de TNF- a (pg/mL) no grupo controle, P100 e P200, dez (10) apds a lesdo C) Quantificacdo de
IL-6 (pg/mL) no grupo controle, P100 e P200, dez (10) apds a lesdo. Sendo, **** a comparagdo entre grupo
Controle Vs P100 e # grupo P100 Vs P200. Média +tEPM ****p<0,0001, ####p<0,0001.

Fonte: A autora, 2016.
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9 DISCUSSAO

Recentemente pesquisadores tém investigado a composicdo quimica de diferentes
tipos de propolis e suas agdes bioldgicas (BANKOVA et al., 2014; BENKOVIC et al., 2009;
DOGANYIGIT et al., 2013, 2013; NOLKEMPER et al., 2010). A propolis vermelha
brasileira também tem sido alvo de diversas pesquisas tendo como foco a atividade biologica
da mesma (ALENCAR et al., 2007; DA COSTA et al., 2015; DALEPRANE; ABDALLA,
2013; 11O et al., 2010, 2012; JACOB et al., 2015; TELES et al., 2015).

E bem documentada a existéncia de uma ampla variedade de compostos fendlicos na
prépolis vermelha em comparagdo com outros tipos de propolis, tais como acido p-cumarico,
flavonois, chalconas, isoflavonoides, pterocarpanos, isoflavonasmetoxilados, triterpendides e
guttiferona (ALENCAR et al., 2007; BANKOVA, 2005; MACHADO et al., 2016; SILVA et
al., 2008). Os compostos fenolicos sdo as principais substancias responsaveis pelos efeitos
biolégicos da propolis como: anti-inflamatério (DE MOURA et al., 2011; MIRZOEVA,;
CALDER, 1996; ORSATTI et al., 2010; SFORCIN, 2007; SILVA et al., 2012), antioxidante
(ALENCAR et al.,, 2007; BANKOVA, 2005; BORRELLI; 1ZZ0O, 2000; DALEPRANE;
ABDALLA, 2013) e imunomodulador (AL GHAMDI et al., 2015; DE MOURA et al., 2011;
HOZZEIN et al., 2015; SFORCIN, 2007) . Neste estudo, a hipdtese de que o tratamento oral
com PPV brasileira pode ser atil no reparo tecidual de feridas é baseada em suas altas
concentracdes de compostos fendlicos documentado em estudos prévios (DE ALMEIDA et
al., 2013; HOZZEIN et al., 2015).

Entre os eventos ocorridos no reparo tecidual, temos a contracdo da lesdo e a re-
epitelizacdo. Entre os modelos in vivo utilizados para estudar o processo de reparo tecidual
estdo: porcos, sapos, ratos e camundongos. O modelo que mais mimetiza o processo de reparo
tecidual em humanos, € o modelo suino, pois neste modelo o processo de reparo acontece
predominantemente através da re-epitelizacdo. Em contrapartida, diversos estudos utilizam
roedores (camundongos e ratos) por questdes logisticas, acomodagdo, manutengdo, tempo de
gestacdo, manuseio e por existir muitas linhagens transgénicas disponiveis. Embora o
processo de reparo em roedores ocorra de modo diferente do que em humanos (neste modelo
animal a reparacdo ocorre mais rapidamente e predominantemente através da contracdo da
lesdo ao invés da re-epitelizacdo) este modelo é o mais utilizado em estudos de reparo tecidual
(ANSELL; HOLDEN; HARDMAN, 2012). Em nosso estudo foi visto que em d8 e d10, o
grupo P100 teve uma maior contracdo de lesdo quando comparado ao grupo controle e ao
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grupo P200. Em d8 o grupo P200 teve contracdo de lesdo semelhante ao grupo controle,
porém em d10 o mesmo teve uma menor taxa de contracdo de lesdo quando comparado ao
grupo controle.

No inicio da fase inflamatdria,a degranulacdo de plaquetas estimula a liberacdo de
fatores de crescimento e quimioatrativos. Entre as citocinas presentes nesta fase, 0 TNF-a e a
IL-1 sdo responsaveis por estimular um fator de transcrigdo nuclear responsavel por regular
diversos genes que controlam a resposta inflamatoria em varias doencas (BALDWIN, 1996).
O fator de transcri¢do nuclear NF-kB quando estimulado, € fosforilado e translocado para o
nacleo. Devido o papel do NF-kB na expressao de outros genes pré-inflamatérios, incluindo
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo, o mesmo tem sido estudado extensivamente
(LAWRENCE, 2009). Um dos mecanismos que podem justificar o efeito anti-inflamatorio da
prépolis € a inibicdo da expressdo do fator de transcricdo NF-kB. Sendo assim, através do
nosso estudo foi possivel constatar que o tratamento diario com PPV na concentragdo de 100
mg/kg foi capaz de reduzir a expresséo proteica do fator de transcricdio NF-«B fosforilado.
Este resultado esta de acordo com os niveis reduzidos de TNF-a e IL-6 no grupo P100 quando
comparado ao grupo controle e ao grupo P200, justificando a boa evolucdo no processo de
reparo tecidual encontrado neste grupo.

Um tratamento diario com o extrato hidroalcodlico da prépolis (100 mg/kg) durante
um més atenuou o estresse oxidativo, inflamacdo, proliferacdo e migracdo de linfécitos em
camundongos diabéticos (AL GHAMDI et al., 2015). Além disso, foi visto que a aplicacédo
diaria de propolis sobre lesdes diabéticas, em camundongos foi capaz de melhorar a contracédo
da lesdo e reduzir os niveis de citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ MMP-9 (HOZZEIN et al.,
2015).

Com a liberacdo de citocinas e fatores quimioatrativos ha também a atracdo de células
inflamatdrias para o local da lesdo, entre elas os neutrofilos e macr6fagos possuem grande
atuacdo no reparo tecidual (GANTWERKER; HOM, 2011; SINGER; CLARK, 1999).
Primeiramente quantificamos as células inflamatorias presentes no tecido de granulacédo, para
posteriormente avaliar o perfil destas celulas inflamatdrias. Realizamos a quantificacdo do
infiltrado inflamatdrio através do método estereoldgico, e através deste foi possivel verificar
que o grupo P200 apresentou maior densidade de volume de infiltrado inflamatério quando
comparado ao grupo controle e ao grupo P100. Segundo COTRAN; ED, (2000), a inflamagéo
até determinado grau é necessaria para que haja um adequado reparo tecidual, porém uma
reacdo inflamatdria exacerbada pode prejudicar o processo de reparo tecidual cutaneo por

favorecer a promogéo de quantidade excessiva de exsudato, edema, deiscéncia e crescimento
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bacteriano. Deste modo o processo de contracdo da lesdo no grupo P200 em d10, pode ser
justificado pelo excessivo numero de células inflamatorias.

Com relacdo aos neutrofilos, foi observado que o grupo P100 apresentou menor
numero destas células quando comparado ao grupo controle e ao grupo P200 (d10). Caso a
lesdo ndo esteja infectada, o influxo de neutrofilos cessard em poucos dias, e o prolongamento
da presenca destas células no local da lesdo pode atrasar o reparo (MARTIN, 1997). Sendo
assim, este dado indica um avango no processo de reparo encontrado no grupo P100 quando
comparado ao grupo controle e ao grupo P200. Em um estudo recente, a inibicdo da migracao
de neutrofilos foi atribuida a presenca do vestitol, um isoflavondide presente na propolis
vermelha brasileira (FRANCHIN et al., 2016). Apesar do atraso na contracdo da lesdo
encontrado no grupo P200 em d10, através do estudo mencionado anteriormente, a menor
concentracdo de neutrdfilos pode ser justificado pela atuacdo inibitoria de neutrofilos do
vestitol encontrado na propolis vermelha brasileira.

Devido a liberagdo de fatores quimioatrativos (TGF-p, fragmentos proteicos de matriz
extracelular e MCP-1 entre outros) os mondécitos migram para o local da leséo e ao chegar ao
local diferenciam-se em macréfagos ativados (SINGER; CLARK, 1999). Os macréfagos
atuam regulando a fase inflamatéria do reparo, fagocitando e digerindo organismos
patogénicos, removendo os detritos teciduais e destruindo neutrdfilos remanescentes. Estas
celulas também liberam fatores de crescimento no local da lesdo, entre eles podemos
destacar: o0 TGF- B e o0 VEGF (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Deste modo, os macrofagos
atuam na resolucdo da inflamacdo e desempenham importante papel na transicdo entre a fase
inflamatoria e a fase proliferativa, exercendo assim significativa influéncia no processo de
reparo (GURTNER et al., 2008; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; SINGER; CLARK, 1999).
Através da imunohistoquimica foi verificado que em d10, o grupo P100 e P200 teve maior
concentracdo de macrofagos quando comparado ao grupo controle. Segundo MARTIN (1997)
a reducdo do numero de macréfagos durante a fase inflamatéria pode atrasar o reparo de
lesGes.

A diferenciacdo miofibroblastica € realizada através da acdo do TGF-B; sintetizado
principalmente pelos macrofagos. Os fibroblastos sdo estimulados a adquirir a expressao de -
SMA através do TGF-B1 e se diferenciam em miofibroblastos. Estas células sintetizam e
depositam componentes da matriz extracelular e possuem propriedades contrateis,
desempenhando um papel importante na contracdo dos bordos da leséo e maturagéo do tecido
de granulacdo (DARBY et al., 2014; SINGER; CLARK, 1999).
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O efeito antiangiogénico da propolis vermelha foi associada a presenga do flavondide
Artepillin C e do CAPE (fenil éster do acido caféico). Uma das justificativas seria que a
Artepillin C atuaria suprimindo a angiogénese tanto in vivo como em modelos in vitro,
enquanto CAPE atuaria inibindo MMP-2, MMP-9, e a atividade do VEGF (DALEPRANE;
ABDALLA, 2013). Em nosso estudo nao foi verificado que PPV ndo alterou o nimero de
vasos.

A diferenciacdo miofibrobléstica é realizada através da acdo do TGF-B; sintetizado
pelos macrofagos. Os fibroblastos sdo estimulados a adquirir a expressao de a-SMA através
do TGF-B1 e se diferenciam em miofibroblastos. Estas células sintetizam e depositam
componentes da matriz extracelular e possuem propriedades contrateis, desempenhando um
papel importante na contracdo dos bordos da lesdo e maturacdo do tecido de granulacdo
(DARBY et al., 2014; SINGER; CLARK, 1999).

Foi possivel verificar uma menor concentragdo de TGF-p no grupo P100 quando
comparado ao grupo controle e ao grupo P200. Com relacdo apresenca de miofibroblastos,
verificamos que o grupo P100 apresentou menor densidade de volume quando comparado ao
grupo P200, este dado corrobora com a menor concentracdo de TGF-f encontrado e melhor
estado evolutivo do reparo no grupo P100. Com relagdo a maior concentracdo de
miofibroblastos no grupo P200 em comparacdo ao grupo P100, a mesma pode ser justificada
pela menor evolucao no processo de reparo, refletido pela transicdo da fase inflamatéria para
fase proliferativa, no qual macréfagos estdo produzindo TGF-B para diferenciar os
fibroblastos em miofibroblastos e assim obter contracdo de bordos da lesdo. Em experimento
onde diferentes tipos de prépolis foram utilizadas sobre lesdes provenientes de queimaduras,
verificou que o grupo tratado com extrato hidroalcoolico da prépolis vermelha, em uso topico,
apresentou maior quantidade de miofibroblastos quando comparado ao grupo controle e ao
grupo tratado com proépolis verde (DE ALMEIDA et al. 2013). Ao comparar o grupo P200 ao
grupo controle a maior concentracdo de miofibroblastos encontrada no grupo P200 pode ser
justificado pelo atraso no processo de reparo.

Diante do exposto o tratamento com 100 mg/kg ao dia proporcionou um efeito
cicatrizante, podendo ser atribuido @ menor concentracdo de citocinas pré-inflamatorias entre
elas: TNF-o e IL-6, menor expressdo de NF-kB, melhor modulagdo do perfil de células
inflamatdrias (menor concentracdo de neutrofilos), resultando em melhor evolugdo no
processo de reparo constatado através da melhor taxa de contracdo de leséo no grupo P100.

Apesar da concentracdo de 200 mg/kg/dia ser utilizada em outros estudos prévios
(DALEPRANE et al., 2012; RODRIGUES et al., 2009), verificamos que este grupo se
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comportou de modo semelhante ao grupo controle, porém o tratamento com 200 mg/kg/dia de
PPV interferiu em alguns parametros, como por exemplo, maior concentragdo de macrofagos
e maior concentracdo de miofibroblastos, quando comparado ao grupo controle. Diante do
exposto, a melhor atuacéo do grupo P100 no processo de reparo tecidual pode ser justificada
pelo aproveitamento das propriedades benéficas dos polifendis da prdpolis vermelha em
determinados eventos do reparo tecidual na concentragao de 100 mg/kg/dia.
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CONCLUSAO

De acordo com nosso estudo, a administracdo oral de polifendis da propolis vermelha
brasileira na dose de 100 mg/kg/dia pode exercer importante papel como um agente eficiente
no processo de reparo de lesdes através da reducdo de marcadores inflamatérios entre eles:
NF-kB, TNF-a, IL-6 e TGF-f; com consequente reducdo do tempo de reparo de lesdes agudas
em modelo murino. Ja a concentracdo de 200 mg/kg/dia ndo foi efetivo no processo de reparo

tecidual cutdneo em modelo murino de lesdo tecidual.
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