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RESUMO

DIAS PIRES, Antonio Augusto Ribeiro. O uso do prépolis verde e seus efeitos em modelo animal de
aderéncia peritoneal. Dissertagado (Mestrado em Medicina). Faculdade de Medicina, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

As aderéncias peritoneais pds-operatdrias tém grande impacto socioeconébmico podendo
causar, entre outros sintomas, dor crénica, infertilidade feminina, obstrugao intestinal e
levar a morte. Sua formagao se da principalmente por traumas ao peritonio, estimulos
inflamatoérios e acdo de radicais livres. Como ndo ha tratamento definido para a
prevencao das aderéncias peritoneais € como o propolis tem acao anti-inflamatéria e
antioxidante, supds-se, para este estudo, um efeito benéfico do propolis na prevencgao de
aderéncias peritoneais. Um dos possiveis motivos para a dificuldade no desenvolvimento
de um tratamento eficaz € a falta de um modelo animal eficiente para a indugdo das
aderéncias peritoneais, associado a falta de um método claro para comparagcdo das
aderéncias peritoneais. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da administracao do
extrato aquoso de propolis verde, na formacdo de aderéncias peritoneais, em ratos
submetidos ao modelo animal de gastrotomia seguida de gastrorrafia. Para isso foi
necessaria a criacao, caracterizacao e validacdo do novo modelo animal de gastrotomia
seguida de gastrorrafia como um modelo eficiente na formacéo de aderéncias peritoneais
e a criacao, caracterizacao e validacdo de um novo método quantificavel de classificacao
macroscopica das aderéncias peritoneais. Foram utilizados cinquenta e trés ratos (Rattus
norvegicus) machos e utilizado o extrato aquoso de propolis verde, similar ao EPP-AF®,
tanto per os (gavagem), quanto por via topica (intraperitoneal), avaliando sua agao no
processo de formacao das aderéncias peritoneais em ratos. Os animais tratados com
prépolis intraperitoneal apds a realizagdo da gastrotomia seguida de gastrorrafia
apresentaram aderéncias mais extensas quando comparados com 0s animais
submetidos a esse modelo e sem tratamento (grupo cirurgia). Os animais tratados com
propolis per os na dosagem 100 mg/kg/dia apresentaram redugdo das aderéncias

peritoneais em comparagdo com o grupo cirurgia. O modelo animal de gastrotomia



seguida de gastrorrafia mostrou-se eficaz para formar aderéncias em todos os animais e
todas as aderéncias apresentavam o mesmo padrdao. O novo método quantificavel de
classificagdo macroscoépica das aderéncias peritoneais mostrou-se eficaz para avaliar e

comparar com confiabilidade as alteragdes encontradas nas cavidades peritoneais.

Palavras chave: cirurgia geral; aderéncias teciduais; modelos animais; propolis;

inflamacéo; obstrugéo intestinal; dor abdominal.



ABSTRACT

DIAS PIRES, Antonio Augusto Ribeiro. O uso do prépolis verde e seus efeitos em modelo animal de
aderéncia peritoneal. Dissertagado (Mestrado em Medicina). Faculdade de Medicina, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Postoperative peritoneal adhesions have great socioeconomic impact and can cause
symptoms like chronic pain, female infertility, bowel obstruction and death. The adhesions
formation occurs mainly due to peritoneal trauma, inflammatory stimuli and free radicals.
As there is no definitive treatment to prevent adhesions and propolis has anti-inflammatory
and antioxidant effects, it was assumed for this study, a potential beneficial action of
propolis in the prevention of peritoneal adhesions. One of the possible reasons for the
difficulty in developing an effective treatment is the lack of an efficient animal model for
the induction of peritoneal adhesions, associated with the absence of a clear method for
comparing peritoneal adhesions. The objective of this study was to evaluate the effect of
the administration of aqueous extract of green propolis, on the formation of peritoneal
adhesions, in rats submitted to the animal model of gastrotomy followed by gastrorrhaphy.
This required the creation, characterization and validation of a new animal model of
gastrotomy followed by gastrorrhaphy as an efficient model to induce the formation of
peritoneal adhesions and the creation, characterization and validation of a new
quantifiable method of macroscopic classification of peritoneal adhesions. Fifty-three male
rats (Rattus norvegicus) were used and an aqueous extract of green propolis, similar to
EPP-AF®, was used both per os (gavage) and topically (intraperitoneal), evaluating its
action in the process of formation of peritoneal adhesions in rat. The animals treated with
intraperitoneal propolis had more extensive adhesions when compared to the animals
submitted to gastrotomy followed by gastrorrhaphy without any treatment (surgery group).
The animals treated with propolis per os at a dosage of 100 mg/kg/day showed a reduction
in peritoneal adhesions compared with the surgery group. The gastrotomy followed by
gastrorrhaphy model, proved to be effective in forming adhesions in all animals and all the

adhesions formed had the same pattern. The new quantifiable method of macroscopic



classification of peritoneal adhesions proved to be effective and reliable to evaluate and

compare the alterations found on the peritoneal cavities.

Key words: general surgery; tissue adhesions; animal models; propolis; inflammation;

intestinal obstruction; abdominal pain.
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INTRODUCAO

As aderéncias peritoneais ocorrem quando ha a formagao de unido entre areas
distintas do peritonio (parietal e/ou visceral), que antes estavam separadas, com a criagao
de um tecido cicatricial ligando duas ou mais destas areas. Esse tecido cicatricial é
formado por tecido conjuntivo, pode ter espessura variavel, ser uma faixa fibrosa entre
as estruturas ou unir diretamente as superficies dos 6rgaos acometidos, aparecendo

entre os 6rgaos abdominais ou entre os 6rgaos abdominais e o peritonio parietal('- 2).

E uma importante causa de morbidade e mortalidade que pode ser encontrada
frequentemente apos algum dano ao peritdnio(’-'2. As aderéncias podem causar dores
cronicas abdominal e pélvica, infertilidade feminina, gravidez ectdpica, obstrugéo
intestinal, suboclusédo intestinal, fistulas, infartos intestinais e infec¢des sistémicas. Estas
complicacbes podem levar a reinternacdes e reoperacdes, nestas, além do aumento do
tempo operatério, ha maior dificuldade técnica na realizagao do procedimento cirurgico e
risco de lesdo inadvertida de algas que, como consequéncia, possui maior risco de
complicagbes e piora da qualidade de vida('?"). Todas estas complicagdes geram
enormes custos ao sistema de saude, chegando a bilhées de ddlares todos os anos nos
Estados Unidos da América (EUA) (:2.5.7.9.13.14) Pg|a grande prevaléncia e impacto
socioecondmico, as aderéncias peritoneais sdo um problema de saude publica e um
campo de pesquisa com amplo potencial a ser explorado.

As causas mais aceitas para formagao de aderéncias peritoneais sao: inflamacao,
isquemia, trauma cirurgico, infec¢des, estresse oxidativo, deiscéncias de suturas,
abscessos, inflamacgao peritoneal, sangramento e presencga de coagulos, radiagéo, corpo

estranho, uso de drenos, a manipulagdo vigorosa dos érgéaos, o ressecamento do
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peritbnio dos orgaos abdominais, a pressao excessiva do pneumoperitbnio e a
concentracéo de didxido de carbono (CO2) no gas instilado. Doencas pré-existentes como
diabetes, doencas proliferativas, endometriose, cancer e até mesmo o estado nutricional

do paciente podem desencadear ou propiciar a formag&o de aderéncias peritoneais!'- 2 5

7-9, 11,13, 15, 16, 22)

Nao ha consenso quanto ao tratamento/prevencado das aderéncias, quanto ao
melhor modelo animal para a indugao da formagao das aderéncias peritoneais ou quanto
ao método macroscopico para avaliagao e classificagdo das aderéncias. Essa grande
variabilidade de formas de criar aderéncias e modos de analisa-las, dificulta a
comparagao entre os diferentes graus de aderéncias encontrados nas pesquisas e
principalmente a comparagao entre diferentes estudos, podendo ser um dos motivos na
dificuldade em definir um padrao na prevencgdo das aderéncias® 19,

Tendo em vista os efeitos anti-inflamatorio e antioxidante do prépolis, acredita-se
que, hipoteticamente, poderia alterar o processo de formagao de aderéncias peritoneais,
podendo reduzir ou até mesmo inibir a formacao de aderéncias. Além desses efeitos, o
propolis possui efeito imunomodulador, antimicrobiano, antiangiogénico e pro-
cicatrizante, apresentando ainda efeito hepatoprotetor. Esta substancia foi capaz de
aumentar a fungao cognitiva, reduzir o colesterol total, aumentando HDL em ratos, com
reducdo do risco cardiovascular, melhorando o progndstico em doengas crdnicas e
revertendo a neuroinflamacgdo induzida por isquemia. E uma substancia utilizada ha
milénios pela humanidade, inclusive como nutracéutico, sem efeito toxico conhecido('>

23-30)

Tendo em vista os efeitos anti-inflamatorio e antioxidante do prépolis, acredita-se
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que, hipoteticamente, poderia alterar o processo de formagao de aderéncias peritoneais,
podendo reduzir ou até mesmo inibir a formacao de aderéncias. Por esse motivo foi
proposto avaliar o impacto da administracdo do extrato aquoso de propolis verde na

formacgao de aderéncias peritoneais pds-cirurgicas.

1.1 Fundamentacédo Tedrica

1.1.1 O que séo as aderéncias

O primeiro relato na literatura do achado de aderéncias peritoneais foi em 1836
durante a necropsia de um paciente portador de tuberculose peritoneal®. Em 1849, para
justificar esse achado, foi sugerido que vasos linfaticos coagulados se tornariam
aderéncias®. Muito ja se sabe sobre a fisiopatologia das aderéncias peritoneais,

entretanto ainda ndo esta completamente elucidada.

Aderéncias peritoneais originam-se da unido ndo anatbmica, seja ela congénita ou
adquirida® 9, entre areas na cavidade peritoneal que podem ser de segmentos das alcas
do trato gastrointestinal, do epiplon, do figado e etc., podendo estar ou ndo acometendo
a parede abdominal. Podem ter aspecto laminar, serem pontes espessas e fibrosas ou
até mesmo ligar diretamente uma estrutura a outra® 2 %, Essas pontes de aderéncia
contém vasos sanguineos ou fibras nervosas neoformadas® 2 e a presenca dessas fibras
nervosas poderiam justificar os quadros de dor crénica encontrados em alguns pacientes,
explicando porque, ap6és o procedimento cirdrgico para correcdo das aderéncias
peritoneais, geralmente ocorre a resolu¢do dos sintomas algicos, mesmo quando ocorre
somente a secc¢dao cirdrgica das aderéncias sem encontrar outras possiveis causas para

a dor como a presenga de hérnias internas ou encarceramento de visceras.

As aderéncias geralmente sdo pos-operatorias® ¢ 9, mas também pode ter sua
origem em processos inflamatérios e infecciosos® & 9, trauma® e reacdo
fibroproliferativa®. As aderéncias consideradas permanentes sdo as que ndo podem
mais ser degradadas por processos homeostaticos, evoluindo com a diferenciacéo das
fiboras de colageno e proliferagdo de capilares sanguineos. A aderéncia estara

completamente formada em torno de 10 dias, a transformac¢éo em tecido cicatricial ocorre
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em no minimo 4 a 6 semanas e pode comecar a ser encontrada regressao a partir de 2

meses(0).

As aderéncias podem ser: do tipo 1, ou seja aderéncias que se formam em areas
onde nunca houve formagao de aderéncias e sédo divididas em 1A, quando nunca houve
procedimento operatorio na regido da aderéncia e 1B quando houve manipulagéo
operatoria prévia a formacdo da aderéncia; ou do tipo 2 quando as aderéncias sdo
formadas no mesmo local onde uma aderéncia prévia ja foi desfeita cirurgicamente.
Essas aderéncias do tipo 2 podem ser classificadas como 2A, quando ndo houve
qualquer outro procedimento cirdrgico além da adesidlise, que € o tratamento cirdrgico
realizado com a seccédo das aderéncias e a liberacdo das estruturas aderidas e o tipo 2B,

quando houve outro tipo de procedimento cirdrgico além da adesiélise® 9.

1.1.2 O impacto econdmico das aderéncias peritoneais

As aderéncias peritoneais geram custos altos, chegando a bilhdes de dolares
todos os anos nos EUA® 5 7.12-14,17) gnde ha uma taxa de hospitalizacéo relacionada a
aderéncias peritoneais de 117 internacdes para cada 100.000 habitantes®. Outro estudo
refere que, de todas internacdes neste pais, 1% delas sdo relacionadas as aderéncias
peritoneais® 9. Em um estudo, com 24 anos de acompanhamento, no hospital de
Westminister, em Londres, percebeu-se que 0,9% das internacdes foram por obstrucao
intestinal@. Alguns paises europeus referem gastar mais com aderéncias peritoneais do
gue com cancer géstrico e quase tanto quanto o que se gasta com o tratamento do cancer
colorretal®®. Esse gasto inclui procedimentos cirlrgicos, internacdo e reabilitacdo,
lembrando-se ainda da perda de produtividade, ja que € a maior causa de morbidade

apos laparotomias(@12-14. 16),

1.1.3 As complicagBes encontradas em pacientes com aderéncias peritoneais

As aderéncias peritoneais pos-operatdrias tem uma prevaléncia muito variada
entre os estudos, sendo encontradas de 55 a 100 % dos casos® 2 4 5 612, 14) e s3o
importante causa de morbidade e mortalidade, podendo evoluir com dor crénica,
obstrucao intestinal, obstrucéo ureteral, infertilidade feminina, gravidez ectopica, infarto

intestinal, formacéo de fistulas, abscessos, infec¢des sistémicas, aumento do tempo para
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acessar a cavidade peritoneal e maior risco de lesdo as visceras intra-abdominais em
cirurgias subsequentes, necessidade de novas operacdes e reducdo da qualidade de
vida(l: 2. 6-9.12,13,15,17-20) 530 uma das principais causas de reoperacéo nos 10 primeiros
anos que se seguem a cirurgia abdominal®®, podendo ter complicagdes relacionadas as
aderéncias varios anos apds cirurgia inicial®. Cerca de 15% dos pacientes com
aderéncias peritoneais desenvolvem obstrucao intestinal e precisam de cirurgias para a
realizacdo da lise das aderéncias, que apresentam alta taxa de recorréncia®. A
mortalidade varia conforme o estudo, variando de 4,3 a 20%“ 7) ou cerca de 2000 mortes

ao ano nos EUA por obstrucéo intestinal(®).

Aderéncias peritoneais sdo a causa mais comum de obstrucao intestinal® ®), sendo
responsaveis por 30% a 40% das sindromes obstrutivas, podendo chegar até 74%
considerando as que envolvem exclusivamente o intestino delgado® 1112, As aderéncias

também s&o a principal causa de infertilidade feminina secundaria®?.

A incidéncia das aderéncias peritoneais varia conforme o sitio operatorio, sendo
encontrada entre 24% e 83 % dos pacientes submetidos a cesariana e de 55% a 100%
nas pacientes submetidas a cirurgias ginecoldgicas®, acometendo aproximadamente
25% das pacientes submetidas a operacdes tubo-ovarianas e cerca de 15% das cirurgias
de vesicula biliar ou célon®). Essas diferengas na incidéncia de aderéncias peritoneais
poderiam ser justificadas ao se atribuir a causa a diferenca da concentracao de integrinas
presente nas serosas do peritbnio ou 6rgaos intraperitoneais. Integrinas sdo moléculas
dependentes de calcio que facilitam a ades&o celular a matriz extracelular®, porém essa

relacdo causal estrita ainda precisa ser melhor avaliada.

1.1.4 Como se formam as aderéncias peritoneais

As aderéncias peritoneais se desenvolvem de 5 a 7 dias ap6s dano peritoneal
decorrente de um processo irritativo ao peritbnio. Esse dano pode ser mecanico ou
quimico, inflamacao, infeccdo, estresse oxidativo, isquemia, necrose, coagulos ou
sangue residual na cavidade peritoneal, corpo estranho, toxinas, radiacdo, cancer,
endometriose, sendo entre esses, o principal fator causador, o trauma cirtrgico®-# 8913,
15,16, 20, 21), Seu aparecimento é resultado de um processo andémalo de reparacdo apds o

trauma peritoneal, onde apdés o dano ao mesotélio do peritbnio inicia-se um processo
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inflamat6rio com aumento da permeabilidade vascular, culminando com deposicdo de
fibrina, matriz extracelular e migracéo celular, sendo a fibrindlise debilitada, o principal
fator causal da criacdo das aderéncias® 7-10.16), O maior motivo de o trauma cirtrgico ser
tdo adesiogénico é a presenca de multiplos estimulos danosos concomitantes, como a
manipulacdo vigorosa de estruturas intraperitoneais, a presenca de corpo estranho,
resquicios de codgulos ou sangue, isquemia e infeccdo®). Esse dano operatério pode
ser minimizado com umidificacdo constante das estruturas, manipulacdo delicada no
peroperatério, hemostasia rigorosa, minimizar a isquemia ao manter boa vascularizacao

das estruturas e técnicas de sutura apropriadas( 9 16),

Apesar do advento da laparoscopia ter reduzido o trauma cirdrgico € importante
observar que alguns fatores inerentes a esse tipo de abordagem operatéria pode induzir
a formacédo de aderéncias, como o0 excesso da pressédo do pneumoperitdnio, a falta de
umidificacdo do gés, o gas frio e com alto fluxo de infusdo, além do préprio CO2 que
parece induzir inflamacdo, ressecamento e isquemia com reducdo da atividade
fibrinolitica (notada em ratos)® > 16, O aquecimento do CO2, sua umidificacdo e a
introducéo de 3% de oxigénio (O2) a mistura de gas insuflado, associado a atencéo de
ndo realizar disseccao tecidual excessiva, tem o poder de reduzir a acdo pro-
adesiogénica, havendo evidéncias de que existe correlacdo entre a infiltracdo de

mondacitos e neutrdfilos e a presenca de areas com trauma hipéxico(@ 3 8. 16)

1.1.4.1 Afisiopatologia da formagéo das aderéncias peritoneais

Basicamente a fisiopatologia da formacao da aderéncia se inicia por um processo
inflamatorio (que pode ter inimeras causas)®, com a liberagdo de citocinas e a hipoxia
gue tem importante acdo na formacao de aderéncias. Por fim existe a incapacidade de
degradar de forma eficaz a fibrina e a matriz extracelular, permitindo o aparecimento das

aderéncias®.

Todo o processo de formagéo de aderéncias se baseia na necessidade de reparar
o peritdnio danificado, tratando-se do processo de cicatrizacdo de feridas, sendo que
qualquer distirbio neste processo pode levar a formacdo de aderéncias peritoneais®.
Diferentemente do processo de cicatrizacao de feridas que ocorre na pele, que cicatriza

das bordas para o centro da leséo, no dano peritoneal a ferida cicatriza como um todo,
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ao mesmo tempo, independendo do tamanho da lesdo. As células que serdo as
responsaveis por levar a cicatrizagcdo vem do tecido conjuntivo que era recoberto pela

fina camada mesotelial do peritdnio®0: 28),

Microscopicamente o peritdnio e constituido por uma camada Unica de células
mesoteliais, que sintetizam surfactantes, fosfolipidios e glicosaminoglicanas, que se
dispdem sobre as microvilosidades das células mesoteliais criando um microambiente
que promove a lubrificacdo da superficie visceral do peritdnio®D. As células mesoteliais
tém caracteristicas epiteliais e mesenquimais, que em condi¢cdes fisioldgicas e
patolégicas, podem sofrer transformacdes®?. O peritdbnio é uma membrana
semipermeavel em condigGes fisiologicas®® 34, mas em situacGes de agressdo, como
apos didlise peritoneal, pode sofrer transicdo mesotelial-mesenquimal causando fibrose
peritoneal(®>-37), Além disso as células mesoteliais do peritdnio possuem uma capacidade
limitada de absorver bactérias, moléculas quimicas e outras substancias, funcionando
como uma barreira protetora®®. Estas células exercem alguns papéis como o de iniciar
respostas inflamatérias, ao apresentar antigenos as células imunes e de secrecédo de
citocinas®, além da atividade fibrinolitica, onde ao dissolver a fibrina, podem prevenir a
formac&o de aderéncias peritoneais“9).

As células mesoteliais repousam em uma membrana basal que esta em intimo
contato com o tecido conjuntivo e possui inUmeras células como fibroblastos, macréfagos
e linfécitos, além de adipdcitos, fibras nervosas, vasos sanguineos e linfaticos®%. Apés o
dano ao mesotélio a infiltracdo de leucocitos ocorre rapidamente, iniciando a cascata
inflamatoria com a liberacdo de citocinas e ativacéo do sistema de coagulagcado. Histamina
e outras moléculas sinalizadoras estimulam os vasos sanguineos, aumentando sua
permeabilidade, causando a exsudacéo de células inflamatdrias e a saida de fibrinogénio.
A cascata de coagulacédo se inicia, protrombina se transforma em trombina e ocorre a
formacédo do coagulo, com a ativacao do fibrinogénio pela trombina. Citocinas liberadas
pelas plaguetas, juntamente com os produtos da degradacdo dos coagulos, ativam o
sistema complemento e ha a formagdo de moléculas citoatrativas que promovem o
recrutamento adicional de macréfagos, neutréfilos, linfocitos, mastécitos e células

mesoteliaisY.
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Os neutrodfilos sdo as células imunes mais abundantes na circulagdo sanguinea,
sendo considerados a primeira linha de defesa do sistema imune inato e a principal
subpopulacao leucocitaria envolvida nas fases iniciais da reparacao tecidual, por isso sao
imediatamente recrutados para as zonas de injuria tecidual, onde permanecem por cerca
de 2 dias®43). Em resposta a infeccdo e/ou injuria, os neutréfilos formam redes
extracelulares (NETs) que consistem de filamentos de alto peso molecular do DNA,
estruturados como redes ou arcaboucos. Estes filamentos estdo entremeados com
histonas e outras proteinas citotoxicas derivadas dos neutréfilos como a mieloperoxidase
e a elastase neutrofilica® 4%, As NETs sé&o liberadas pelos neutréfilos quando ocorre a
morte celular programada, chamada de NETose, pela liberacdo do ndcleo ou de uma
parte dele, ndo associada a lise celular e pela liberacdo do DNA mitocondrial®¥- Elas tém
acao dupla pois, além de exercerem a regulacdo da homeostasia, também regulam a
inflamac&o patolégica“®). Durante uma infeccdo, elas exibem funcGes antimicrobianas ao
encarcerarem e eliminarem patdégenos extracelulares presentes na corrente sanguinea e
nos tecidos®’). As NETs também se formam durante o processo inflamatério asséptico,
estimulam a adesédo plaquetaria, a coagulacdo®® e, sua atividade proteolitica, contribui

para a resolucio da inflamagao“9).

Porém a producao inapropriada das NETs tanto do ponto de vista espacial como
temporal causa efeitos deletérios, esse excesso de formacdo pode aumentar o dano
tecidual e € encontrado em indmeras afeccdes como na infeccdo pela COVID, em
doencas autoimunes, na sepse, na lesdo causada pela isquemia/reperfuséo, entre outras:
O denominador comum nestas situacdes é o seu envolvimento como mediadores de
trombose e hiperinflamacdo que pode levar a oclusdo de vasos e ductos®® 47, 50-58),
Descobriu-se que as NETs tém acao no processo adesiogénico ao tratar camundongos
com desoxirribonuclease 1 (DNAse-1), que € uma enzima que cliva o acido

desoxirribonucleico (DNA), e obter reducdo na formacéo das aderéncias peritoneais®®).

Os mondcitos secretam uma seérie de citocinas como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1) que sdo diretamente relacionadas ao grau de
adesdo. Cerca de 62,3 + 8,2% dos mondcitos do liquido peritoneal se transformam em

macrofagos nas primeiras 24 horas que se seguem ao dano. Os macrofagos entdo se
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relnem no sitio da lesao, liberando IL-1, TNF-a, IL-6 e outras citocinas envolvidas na
cicatrizacdo da ferida, além do ativador de plasminogénio tecidual (tPA) que participa no

processo de fibrindlise®?),

Os macroéfagos ativados apresentam diversos fendtipos, os tipos mais comuns
sao os de tipo M1, ou macrofagos classicos e os do tipo M2, alternativamente ativados.
Os macrofagos M1, que se acumulam nos estagios iniciais da lesdo do peritdnio,
secretam citocinas pro-inflamatorias como a IL-1a, IL-1p e o TNF-a e tém a capacidade
de eliminar micro-organismos, ativar a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), secretar
radicais livres e causar lesao tecidual. Os macréfagos M2 tém papel anti-inflamatorio nos

estagios finais da inflamacédo e promovem reparacao tecidual e fibrose®9).

Os neutrofilos ativados e os macréfagos podem causar dano oxidativo ao
mesotélio e promover a formacao de aderéncias®. O excesso de peroéxido de hidrogénio
(H202) e anion superoxido (O27) produzidos séo citotoxicos e podem matar as células
endoteliais, plaquetas, fibroblastos e outras células®?. A citélise e a peroxidacao lipidica
das membranas celulares podem levar ao aumento da permeabilidade vascular

causando exsudacéao, acelerando o processo adesiogénico®®),

Nos primeiros 3 dias ap6s o dano tecidual ha migracéo de fibroblastos para a area
onde ocorreu o dano®, os fibroblastos das areas de aderéncia expressam mais citocinas
inflamatdrias, que os fibroblastos ndo oriundos das areas de aderéncias, além disso
também apresentam apoptose reduzida e maior nitracdo de proteinas. Os fibroblastos
das areas de adesdo compartiham o mesmo comportamento com os fibroblastos
expostos a isquemia®-4 8. Sio exemplos destas citocinas o fator induzivel por hipoxia 1
alfa (HIF1-a), a interleucina 4 (IL-4), a interleucina 6 (IL-6), que regulam a proliferacéo de
células epiteliais e a migracdo de células inflamatdrias para areas de lesdo, a interleucina
10 (IL-10), a ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2), o fator de crescimento transformador beta 1
(TGF-B1), que € um regulador de fibrose, o fator de crescimento transformador beta 2
(TGF-B2), o fator nuclear kappa B (NF-kB), o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), que estimulam a formacé&o de colageno e de novos vasos sanguineos, e o fator

de necrose tumoral alfa (TNF-a), que regula a atividade de citocinas e pode estimular as
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células mesoteliais do peritdbnio a aumentarem a sintese do inibidor do ativador do

plasminogénio 1.

Essas citocinas liberadas pelo processo inflamatério e estresse oxidativo séao
consideradas o gatilho na formacéo das aderéncias peritoneais, levando a deposi¢ao de
matriz extracelular, seguido de um desequilibrio na fibrindlise, terminando com a
formacao das aderéncias®. Os fibroblastos inicialmente secretam pré-colageno, seguido
de fibras de colageno e, por ltimo, fibras elasticas aparecem®©®. Com o passar do tempo
h& a proliferacdo de vasos neoformados, com o aumento da densidade da aderéncia e,
durante os primeiros 2 anos, a aderéncia apresenta evolucdo e mantem-se hipdxica

mesmo depois de completamente formada®.

A reacdo inflamatdria segue-se ao dano peritoneal e diversos mediadores
inflamatorios estdo envolvidos na formacédo das aderéncias. Nas aderéncias o HIF-1aq,
VEGF e a COX-2 estdo aumentados quando comparados aos tecidos peritoneais nao
acometidos por aderéncias, enquanto a ciclo-oxigenase tipo 1 (COX-1) apresenta-se sem
alteracdes ao comparar os dois tipos de tecido e por isso inibidores seletivos da COX-1
nao apresentaram qualquer efeito na formacdo de aderéncias, diferente de quando
utilizam-se inibidores seletivos de COX-2 ha atenuacdo importante da formacéo de
aderéncias, apresentando inclusive capacidade de reduzir a producao de Prostaglandina-
E2 (PGE2), colageno tipo 1, de alfa actina de musculo liso (a-SMA), que € um marcador
de fibroblasto ativado, de TGF-f e fator basico de crescimento do fibroblasto (bFGF), sem
alterar os niveis de VEGF, o que leva a conclusao de que os inibidores de COX-2 atuam
na formacédo de aderéncias inibindo a ativacdo de fibroblastos e ndo pela inibicdo de

neoangiogénese(® 2 4,21, 61),

Apos estimulo traumatico mecanico a COX-2 aumenta no primeiro dia, chegando
ao seu nivel maximo entre o terceiro e o sétimo dia, sem alteragdo na concentragdo da
COX-1@1. As prostaglandinas também foram associadas a formacéo de aderéncias, visto
que foram encontrados niveis elevados de PGE2 em aderéncias®V. O TGF-B1 ao facilitar
0 desarranjo entre a deposicdo e degradacdo de fibrina é um elo de ligacdo entre o
trauma tecidual e a fibrose, além de poder induzir a deposi¢céo de matriz extracelular, que

é a base para a formacédo das aderéncias(®.
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Mediadores inflamatorios como o interferon (IFN), o interferon gama (IFN-y) o fator
de crescimento do hepatécito (HGF) e a relaxina tém o poder de limitar a fibrogénese®).
A IL-10 tem a capacidade de inibir a expressao de IFN-y na maioria das células e em
analise laboratorial foi encontrada uma maior concentracéo de IL-10 e reducéo do IFN-y

ao comparar as aderéncias com o tecido peritoneal normal.

Figura 1 — Imagem representativa da manutencao do dano inflamatdrio e oxidativo induzido pelo
processo inflamatério desencadeado pela lesdo peritoneal.
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Fonte: Autoria propria.

1.1.4.2 O papel da isquemia

A isquemia leva a hipdxia tecidual e € um dos fatores que influenciam diretamente
na formacéo das aderéncias peritoneais. Os fibroblastos que foram expostos & ambientes
hipoxicos tiveram aumento significativo da expressao de HIF-1a, COX-2, PGE2 e VEGF,
comportamento similar ao dos fibroblastos em areas de ades&o. Assim como quando

ocorre o trauma mecanico, ndo houve alteracdo das concentragdes da COX-1¥, mas
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apresenta reducdo da expressao de IFN-y com aumento da produgéo de IL-10®). Ainda
no ambiente hipdxico, a taxa de proliferacdo dos fibroblastos aumentou quando
comparado em situacdes de normoxia, mas quando foram utilizados inibidores da COX-
2, houve inibicdo da hiperproliferacao dos fibroblastos induzida por hipdéxia, assim como
sua ativacdo®. O uso de IFN-y foi capaz de bloquear a apoptose induzida por hipdxia,
além de reduzir a producdo de colageno 1 e fibronectina pelos fibroblastos® 3. A
exposicao de fibroblastos normais do peritdnio a hipdxia induziu de forma irreversivel a
expressao de TGF-B1 e colageno do tipo 1 a niveis similares dos fibroblastos encontrados
em areas de aderéncia peritoneal® 34, Resumindo, a exposicédo de fibroblastos a hipoxia
induz processo inflamatério, com deposicdo de proteinas da matriz extracelular® 7.
Consequentemente quando em situacdes de isquemia, assim como quando ha o trauma
ao mesotélio, ha deposicdo aumentada de fibrina associada a reducéo da fibrinélise®?,
Com a evolucédo das aderéncias peritoneais, essas areas de aderéncia continuam ser
relativamente hipdxicas, e por isso continuam produzindo substéncias pro-oxidantes,
como Oz e oxido nitrico (NO), com aumento da expressdo de TGF-B1, TNF-q, IL-6 e
VEGF® 3),

1.1.4.3 O estresse oxidativo

O dano oxidativo ou “distresse” oxidativo®® é o desequilibrio entre o excesso da
formacdo de substancias oxidantes e a incapacidade do organismo em reestabelecer a
homeostase através dos antioxidantes® 24 63), Estimulos como o metabolismo celular,
inflamacéo, toxinas, radiacdes ionizantes, entre outros, geram radicais livres que sao
substéancias oxidantes. Como exemplo temos o radical hidroxila (OH"), o H202 e 0 Oz,
gue sao espécies reativas de oxigénio (ROS), assim como espécies reativas de nitrogénio

como o NO®. 3,27, 63),

Os radicais livres tém importante papel na regulacdo do metabolismo celular
fisiologico, mediando fun¢des como proliferacéo, migracéo e diferenciacdo celular, assim
como a angiogénese, esse processo fisiologico mediado por radicais livres pode ser
referido como “eustresse oxidativo” 3. Quando h&d o aumento da concentracido
intracelular de radicais livres como o H2 Oz, a célula inicia processos adaptativos de

resposta ao estresse até o ponto em que o excesso de radicais livres leva ao dano com
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inflamagé&o, fibrogénese, favorecimento do crescimento tumoral e da metastatizagéo
culminando com a morte celular. Esse processo danoso pode ser referido como “distresse

oxidativo” 63),

Além destes processos os radicais livres em excesso sdo altamente danoso as
funcbes celulares e as biomoléculas como os é&cidos nucleicos, as proteinas e os
lipideos® 24 27. 63)  Quando expostos as espécies reativas, as biomoléculas sofrem
alteracGes oxidativas que podem modificar as células e leva-las a morte?”). Foi reportado
que o H202 aumenta a producdo de MMP-1, COX-2 e PGE2® e que o peroxinitrito
aumenta a producdo de TGF-B1 e colageno tipo 1, que sdo marcadores fenotipicos de
fibroblastos presentes em areas de aderéncia® 3. O “distresse” oxidativo € relacionado
como causador de diversas doencas crbnicas como as neurodegenerativas, as

cardiovasculares, o diabetes, o cancer e a aterosclerose@’: 63,

Em situacbes de hipdxia a cadeia respiratéria das mitocondria produz radicais
livres, que podem causar lesdo da membrana lipidica através de uma reacdo chamada
peroxidacdo lipidica. Normalmente os radicais livres deveriam ser eliminados pelo
sistema de defesa antioxidante, composto pela superéxido desmutase (SOD), glutationa
peroxidase, reductase, glutationa e o fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina
(NADPH)@ 24 63 Em sjtuacGes de estresse peritoneal como o trauma cirlrgico,
inflamacéo, infec¢éo, doencas degenerativas, autoimunes, cancer e radiacao pode haver
a producéao de radicais livres em excesso que estao associados, além da peroxidacéo
lipidica, ao recrutamento dos neutréfilos e a reducéo da atividade fibrinolitica propiciando
a formacdo das aderéncias peritoneais pos-operatdrias®. Associado a isso, ocorre
reducdo da capacidade de neutralizar os radicais livres, acumulando ROS e levando ao
desequilibrio do estresse oxidativo e consequentemente a um maior estimulo a formacao

das aderéncias peritoneais®.

Esse processo inflamatério e oxidativo pode ser melhor visualizado, de forma

resumida, nas figuras 1 e 2.
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Figura 2 — Imagem representativa da resposta celular a concentragao de radicais livres.
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Fonte: Adaptado de SIES et al. 2020©3),

O uso experimental da enzima superéxido desmutase foi capaz de reduzir a
concentracdo de radicais livres e consequentemente reduzir a diferenciacdo do
fibroblasto normal no fibroblasto fenotipicamente similar aos presentes nas areas de
aderéncia, mesmo quando na presenca de isquemia, além desta enzima ter apresentado
potente propriedade anti-inflamatéria, com capacidade de reduzir as aderéncias pés-

cirirgicas®,

1.1.4.4 O desequilibrio do ciclo da fibrina na formacao da aderéncia peritoneal

Apoés o dano peritoneal, seguido do influxo de mediadores inflamatérios como
serotonina, bradicinina, histamina e prostaglandinas, ocorre 0o aumento da
permeabilidade vascular e esse extravasamento de plasma sanguineo, ativa a formacéo
da fibrina que se depositou na area danificada(® 6 7. 10.13.20.64) Egga fibrina € decorrente
do processo de ativagao da cascata de coagulacédo, com a formacéo de trombina, levando

a ativacgao de fibrinogénio em fibrina®.
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No processo de cicatrizacdo saudavel ocorre a ativagdo do sistema fibrinolitico,
através do ativador tecidual de plasminogénio (tPA), que é o principal ativador do
plasminogénio, e do ativador do plasminogénio tipo uroquinase (uPA), que estao
presentes nas células endoteliais, mesoteliais e macrofagos. Apos a ativacdo do
plasminogénio se segue a degradacao da fibrina depositada, processo importante para a
completa regeneracdo mesotelial do peritdnio, que ocorre entre 5 e 8 dias em um
processo cicatricial livre de aderéncias® 3 10.16.20) para que o tPA exerca sua acao
ativadora ele deve estar ligado a um receptor presente na fibrina, pelo qual tem forte
afinidade. Quando ndo hé fibrina para o tPA se ligar ele possui fraca acao ativadora do
plasminogénio. Isso explica porque na corrente sanguinea h& pouca ativacdo do
plasminogénio, mas no peritbnio, € o responsavel pela ativacdo de cerca de 95% do
plasminogénio®. Em se tratando da uPA, sua capacidade de degradacgéo da fibrina é
similar & do tPA, porém, por ter menor afinidade de ligacdo com a fibrina, resulta em
menor ativacao do plasminogénio, com papel mais importante no remodelamento do que

na ativagdo do plasminogénio®.

J& no processo de cicatrizacdo peritoneal deficiente, ha um desequilibrio entre a
deposicao e a degradacéo da fibrina, com reducéo da atividade fibrinolitica, por reducéo
da atividade do tPA, por superexpressao do inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-
1), o mais potente inibidor do tPA, e do inibidor do ativador de plasminogénio 2 (PAI-2),
ambos produzidos pelas células endoteliais, mesoteliais, mondcitos, macrofagos e
fibroblastos, com consequente manutencéo da rede de fibrina, que com o tempo se torna
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Figura 3 — Imagem representativa do processo de deposi¢do e degradagao da fibrina na cicatrizagdo do
peritdnio.
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Fonte: Autoria propria.

A fibrina pode ser encontrada 10 minutos apdés o dano mesotelial, com sua
concentragdo maxima apos 24 horas. Em 3 a 7 dias a fibrina depositada ja deveria ter
sido totalmente degradada e, caso isso ndo ocorra, a aderéncia peritoneal se forma® 3
10,16, 20) Essa rede de fibrina é usada para a proliferacdo e migracdo dos fibroblastos
(transformados em miofibroblastos) que, em areas de aderéncia, depositam matriz
extracelular contendo colageno e fibronectina o que permite a organizacdo da rede de
fiborina em aderéncias e quando formadas sdo pontes de colageno fibrosas e
permanentes com capilares neoformados®-3 5 7. 10 A matriz extracelular poderia ser
completamente degradada pelas metaloproteinases da matriz (MMP) levando a uma
cicatrizacdo normal e sem a formacao de aderéncias, mas esse processo € inibido pelos
inibidores teciduais da MMP® %),
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1.1.5 Métodos para prevencao da formacgéo de aderéncias peritoneais

A atencdo com possiveis danos peropertdérios passou a ser motivo de
preocupacdo desde o século XIX quando William S. Halsted (1852-1922), descreveu
técnicas para reduzir os danos intra-operatérios, os principios Halstedianos. Tratava-se
da manipulacédo delicada das alcas, hemostasia rigorosa, manutencdo do suprimento
sanguineo, técnica asséptica, entre outros® %. Outras orientacdes com o passar do
tempo foram incluidas como evitar ressecamento de 6Orgdos intraperitoneais, com a
constante umidificacdo das estruturas, evitar disseccdo excessiva ou ndo realizar o
fechamento do peritbnio, atentar-se quanto a permanéncia desnecessaria de corpos-
estranhos com uso consciente de fios de sutura, boa técnica de sutura, tipo e espessura
correta dos fios e sem tenséo excessiva, otimizar o uso e o tempo dos drenos de cavidade
gue quando utilizados deveria ser optado pelos drenos macios e siliconados. Evitar luvas
com talco, pois o talco € capaz de induzir aderéncias pos-operatorias, evitar a presenca
de coagulos e sangue remanescente na cavidade, além de, quando possivel, utilizar

técnicas de cirurgia minimamente invasivat®-2 59,

Fios monofilamentares tém menor chance de induzir aderéncias peritoneais que
os fios multifilamentares. Fios mais grossos tem maior chance de causar aderéncias que
os fios mais finos, e fios monofilamentares mais grossos tem menor chance de causar
aderéncia que os multifilamentares mais finos. Ao se comparar os fios absorviveis com
os fios ndo-absorviveis, ha controvérsia na literatura considerando que, apesar dos fios
permanentes poderem manter o estimulo inflamatério quase constante, as aderéncias
sao formadas nos primeiros dias e, por isso, ndo ocorrendo diferenca na formacéo de
aderéncias®. Foi notado, em experimento animal, que o fio de seda causava aderéncias

peritoneais em ratos@?,

Algumas substancias tem sido utilizadas no intuito de evitar aderéncias. Existem
substancias que atuam como barreiras fisicas, liquidas ou sélidas, e a utilizacdo de um
meio fisico tenta evitar que ocorra o contato entre as superficies®. Inicialmente tentou-
se solucdes de dextrana, formando por um gel hiperténico, em diferentes concentracdes,
mas foi abandonado por complicaces graves®. Hoje usa-se como métodos de barreira

0 acido hialurénico (Sepracoat®), a icodextrina (Adept®), mas os mais comuns sdo a



42

celulose oxidada regenerada (Interceed®), o politetrafluoroetileno expandido (Preclude
Peritoneal Membrane®) que é inabsorvivel e necessita de um novo procedimento
cirlrgico para sua retirada, a carboximetilcelulose (Seprafim®) e o polietilenoglicol
(SprayGel®). O Seprafilm é absorvido em 7 dias e excretado em 28 dias, mas por poder
causar deiscéncia da anastomose néo pode ser utilizado em cirurgias com anastomoses.
Esses métodos de barreira foram capazes de reduzir a formacdo de aderéncias

peritoneais pos-cirlrgicas, sem efeitos adversos graves® 5 7.9, 12,16, 19),

O peritbnio € capaz de absorver 4gua e eletrolitos por sua superficie de forma
rapida em uma taxa de absorcdo aproximada de 500 ml/dia. Como a regeneracdo do
mesotélio leva de 3 a 8 dias, o0 uso de solucdes cristaloides seria ineficaz para manter as
superficies sem contato até a completa regeneracéo, além de reduzir a capacidade do

peritdnio em combater infeccdes® 5.

Algumas outras substancias apresentaram efeitos inibitérios na formacédo de
aderéncias, quando utilizadas de forma sistémica, atuando em diversas fases da
formacao das aderéncias como no desequilibrio entre a formacdo e degradacdo da
fibrina, no processo de organizacéo da fibrina persistente e na inibicdo da proliferacéo
dos fibroblastos, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE), os corticoides, o
bloqueador de canal de célcio, os antagonistas de histamina, os antibi6ticos, os
anticoagulantes, os agentes fibrinoliticos, os antioxidantes, alguns horménios e

vitaminas, a colchicina e imunossupressores@-3. 6-9),

Os AINE reduzem a producdo de prostaglandinas e tromboxano, reduzem a
permeabilidade capilar, a agregacao plaquetaria, a concentracdo de inibidores de
plasmina, além de otimizar a funcdo do macréfago, por isso os AINE e os inibidores
seletivos da COX-2 reduziram a incidéncia de aderéncias peritoneais pés cirargicas em
modelo animal experimental de trauma e de isquemia, mas ainda sem evidéncia desse

efeito em humanos(® 16. 21, 24),

Os corticoides reduzem a permeabilidade capilar, a libragao de citocinas e fatores
quimiotaticos, com reducdo da aderéncia peritoneal em alguns modelos animais. Mas
apresentam efeitos colaterais indesejaveis como imunossupressdo e atraso na

cicatrizacao de feridas® 16),
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O uso de anticoagulantes como a heparina foram capazes de aumentar a
fibrindlise, reduzindo aderéncias, mas sem comprovacdo em ensaios clinicos®@. O uso de
agentes fibrinoliticos como o tPA recombinante quando usados de forma topica foi capaz
de reduzir a formacdo de aderéncias, mas com potencial risco de complicacbes

hemorragicas( 2. 5.6.16.62),

O uso de antibiéticos quando adotados como profilaxia cirdrgica reduziram a
chance de infeccéo, levando a menor formacéo de aderéncias peritoneais, mas quando

usados de forma intraperitoneal houve aumento da formac&o de aderéncias .

A vitamina E é, dentre as vitaminas, a mais estudada para a prevencao de
aderéncias peritoneais, por seus efeitos anti-inflamatdrio, antioxidante, anticoagulante,
antifibroblastico e na reducdo da producéo do colageno. Por esses efeitos a vitamina E
foi capaz de reduzir a aderéncia peritoneal quando aplicada de forma tépica, no peritdnio,

mas sem o0 mesmo efeito se administrado de forma intramuscular, em modelos animais®@.

Anestésicos locais tem algum efeito anti-inflamatério, sendo relatado que séo
capazes de inibir neutrofilos, tem acédo na ativacdo do sistema fibrinolitico, reduz fator
VIII, plasminogénio e reduz a agregacédo plaquetaria, mostrando reducdo da aderéncia

peritoneal quando aplicado de forma topica em modelo animal de peritonite bacteriana®.

A progesterona reduziu a formacéo de aderéncias peritoneais em modelo animal,

enguanto o estrogénio foi associado a aumento da formagéo de aderéncias peritoneais®.

Algumas substancias, com o passar do tempo, tem sido utilizadas com alguns
efeitos medicamentosos. O mel é utilizado para cicatrizacdo de feridas desde a
antiguidade e tem atividade bactericida e bacteriostatica, com efeito contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, € antifungico, antiviral, antitumoral, antimetastatico,
antioxidante e anti-inflamatério, possui ainda efeito citostatico, pro-cicatrizante e
estimulador do sistema imune. E composto por inimeros agentes quimicos, como 0s
flavonoides, além de possuir propriedades fisicas como pH baixo, hipertonicidade e
higroscopicidade, aléem de ter capacidade comprovada de reduzir a formacdo de
aderéncias peritoneais pés-cirtrgicas em modelo animal®? 15 64) O resveratrol foi capaz

de prevenir a formacgéo de aderéncias peritoneais em ratos, com a inibicdo da expresséo
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de citocinas inflamatérias no periténio lesado e nas aderéncias, provavelmente por efeito
anti-inflamatério® 9. O Uso de papaina por via oral foi capaz de reduzir a formacéo de
aderéncias peritoneais em modelo animall?, Esses produtos de origem natural sdo fonte
importante para a descoberta de novos tratamentos ou drogas, visto que cerca de 50%
das drogas hoje disponiveis vieram de, ou estdo relacionados a, alguma substancia de

origem natural®@?),

Como as aderéncias peritoneais tem sua origem, basicamente, em processos
inflamatérios e no estresse oxidativo e, sabendo-se do efeito anti-inflamatério e
antioxidante do proépolis, surgiu a hipétese de avaliar o efeito do prépolis na formacao das
aderéncias peritoneais. Inicialmente havia a dificuldade em utilizar o propolis, por ser um
produto de origem natural, com seus compostos ativos ndo homogéneos e de dificil
quantificacdo e replicabilidade. Porém, com a adogéo do EPP-AF®, existiu a possibilidade
de saber a quantidade de cada composto ativo no prépolis administrado aos ratos,
atingindo confiabilidade e reprodutibilidade sem similar na literatura pesquisada. O
prépolis por ser considerado um produto nutracéutico, de origem natural, que pode ser
associado a maior parte dos regimes dietéticos, sem contraindicacdes conhecidas e
podendo ser utilizado inclusive por portadores de doencas crbnicas e terminais,
possibilitaria o uso futuro em estudo com humanos. Ao se pesquisar o efeito do propolis
nas aderéncias peritoneais, por ndo se tratar de um medicamento e sem todas as
possiveis implicacfes que o uso de um medicamento pode causar, poderia simplesmente

ser adicionado a dieta como suplementagé&o alimentar.

1.1.6 O propolis

Prépolis € um substantivo de dois nimeros e dois géneros(®), ndo variando entre
o plural e o singular e podendo ser usado tanto no masculino quanto no feminino, sendo
referido por muitos como a propolis e € um produto produzido pelas abelhas para
protecdo da sua col6nia. Sua origem etimologica vem do grego pro- para ou em defesa
de e polis- cidade, entéo literalmente significa defensor da cidade ou em prol da cidade,
ja que as abelhas utilizam o propolis para defender a colmeia de micro-organismos ou
invasores, para reparar danos, como isolante térmico e para manter areas da colmeia

assépticas, protegendo as larvas de infecgbes microbianas, sendo uma das principais
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substancias de defesa das abelhas®” 29. O prépolis € um produto natural resinoso,
lipofilico, duro e quebradi¢co quando resfriado, mas macio e pegajoso quando aquecido,
com aroma agradavel e de diferentes coloragcdes, obtidas ao misturar seiva de plantas (o
que faz mudar a coloracdo da resina) com enzimas salivares e cera de abelha®” 29, A
composicdo do prépolis varia dependendo da planta fonte usada, por isso é dificil de ser
padronizada, dependendo de inUmeras condi¢cdes como a flora local, o clima, o local de
coleta e a espécie de abelha. Em termos de composicdo quimica, geralmente € composto
de 50% resina, 30% cera de abelha, 10% oOleos essenciais, 5% polen e 5% de outras
substéancias como minerais e compostos organicos que compreendem flavonoides,

acidos fendlicos, ésteres, terpenos, etc. (25 27.29)

Entre os minerais presentes no propolis encontramos iodo, calcio, magnésio,
sodio, potassio, cobre, zinco, ferro e manganés, vitaminas A, B (B1, B2, B6), C, D e E,
acidos graxos, enzimas salivares das abelhas e possivelmente do polen, amido, glicose,

frutose, ribose, ramnose, talose, gulose e sacarose@”).

O prépolis é utilizado pela humanidade desde a antiguidade, sendo usado, pelo
menos, desde o ano 300 a.c., na medicina popular ou para preservacéo de alimentos(®
21,30) . Os egipcios aprenderam com as abelhas a propriedade de embalsamamento do
prépolis que passou a ser utilizado na mumificacdo e para prevenir a propagacao de
infeccbes. Os gregos e 0s romanos conheciam as propriedades antissépticas e
cicatrizantes além de ser usado como desinfetante bucal. Os persas descreveram o
prépolis como droga capaz de tratar eczemas, mialgia e reumatismo. Povos do novo
mundo como os incas utilizavam o prépolis como antipirético. No século XVII o italiano
Antonio Stradivari usava o propolis como um dos ingredientes do verniz de seus
instrumentos musicais e até hoje o propolis € usado na resina de instrumentos de corda
e no reparo de acordedes. Na Unido Soviética o uso do propolis era aceito em humanos
e na medicina veterinaria, sendo usado contra tuberculose, além de uso na medicina

popular Georgiana. Na Segunda Guerra Mundial era usada para tratamento de feridas®”).

Apesar de seu uso através do tempo e de sua seguranca, ja que ndo ha relatos
de efeitos colaterais, toxicos ou mutagénicos no uso em mamiferos @729 ndo é

considerado hoje como medicamento na medicina convencional, por ndo haver completa
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identificacdo dos componentes quimicos e de sua atividade biolégica, além de existirem
diferentes tipos de propolis no mundo. A padroniza¢cao dos componentes do propolis seria

indispensavel para que fosse aceito pelo sistema de satde como medicamento®?),

O prépolis tem um ampla gama de efeitos bioldgicos, como os efeitos
antimicrobiano, anti-inflamatério, antioxidante, antitumoral, cicatrizante, reduz a
permeabilidade capilar, a neoangiogénese e a fibrose, € estimulador do sistema imune,
anestésico local e hepatoprotetor, esses efeitos sdo atribuidos aos polifendis presentes
em sua composicao. Além disso aumenta a funcéo cognitiva, reduzindo a deposicéo de
proteinas no cérebro mediado pelo aumento da homocisteina®: 2325 27-30) Foi relatado
que tanto o prépolis como o pdlen e seus compostos quimicos tem acdo antioxidante(1®),
Entre esses efeitos jA descritos do propolis notou-se reducédo do colesterol total e o
aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) em ratos com doenca aterosclerética.
Foi capaz de reduzir os efeitos da colite induzida em ratos, levou ao upregulation da
apolipoproteina Al (principal componente proteico do HDL) e, com esses achados,
apresenta provavel potencial de protecdo cardiovascular. Causou reducédo da glicemia
em ratos, protegeu contra inflamacao induzida por hipdxia na micrdglia, péde reverter a
disfuncdo sinaptica induzida por neuroinflamacdo e melhorou o prognéstico em varias

doencas cronicas®>: 26),

1.1.5.1 O efeito antioxidante do prépolis

O principal efeito antioxidante dos polifendis vem da capacidade de neutralizar as
espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e reduzir a reacao da
xantina oxidase@®). Os polifendis do propolis possuem potente efeito antioxidante e esta
capacidade varia conforme a regido em que foi produzido pelas abelhas. O efeito
antioxidante se da pela inibicdo de algumas enzimas como a xantina oxidase, proteina
quinase C, acido ascorbico oxidase, ciclo-oxigenase, lipoxigenase, Na+/K+ ATPase, e
cAMP fosfodiesterase, inibindo a producdo de ROS, quelando ions metélicos que estédo
envolvidos na produgcdo de radicais livres, ou potencializando a acdo de outros
antioxidantes®?”), além disso o prépolis foi capaz de reduzir a producdo de NO pelos
macroéfagos: 29). O éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) foi capaz de aumentar a

atividade da SOD e da glutationa peroxidase, além de inibir a transcricdo do NF-kB e
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reduzir a concentracdo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-6. Com essas
informacdes é provavel que, pelo menos em parte, o efeito anti-inflamatério do propolis

tenha relacdo com a inibicdo da producéo de NO pelos macréfagos®.,

1.1.5.2 O efeito anti-inflamatério da propolis

A inflamacéo € uma resposta normal a estimulos danosos, porém quando ocorre
de forma exacerbada pode induzir alguns estados patoldégicos como asma, cancer,
aterosclerose, doencas de Alzheimer e de Parkinson®”). O efeito anti-inflamatério dos
flavonoides foi capaz de reduzir a expresséao de IL-6, PGE2, TNF- a e interleucina 13 (IL-
13), VEGF, TGF-B1 e colageno, além de inibir a ativagdo do NF-kB 27-28) Compostos
do prépolis como o &cido cafeico, quercetina, naringina, o CAPE, entre outros, tem a
capacidade de inibir a producdo de eicosanoides e suprimem a cascata do acido
araquidénico, sendo o CAPE o mais potente modulador, que foi capaz de melhorar a
esteatose hepatica em ratos, reduzindo também TNF- q, IL-1 e outras citocinas pro-
inflamatdrias, como COX-2 e PGE2( 27.29) Além do efeito anti-inflamatério o prépolis
possui atividade imunomoduladora podendo, por exemplo, ser utilizado no tratamento da

asma e outras doencas alérgicas®”).

1.1.5.3 O efeito antimicrobiano do prépolis

Macréfagos incubados com prépolis tiveram maior capacidade de fagocitar e
matar leishmanias in vitro@”). Houve também efeito contra o T. cruzi, levando a morte do

protozodrio, provavelmente por alteracdo da permeabilidade da membrana(?.

Os compostos do propolis mostraram capacidade de combater o virus herpes
simples tipo 1, virus coxsackie B3, B4 e A9, e echovirus 30. Notou-se ainda a capacidade
de reduzir a atividade do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), provavelmente por

inibir a entrada do virus na célula®@”,

O propolis também mostrou eficacia contra bactérias, porém com maior eficacia
contra as bactérias Gram-positivas, sendo capaz de inibir a motilidade e atividade
enzimatica das bactérias, com efeito bacteriostatico e que, em altas concentracdes, se
torna bactericida. Foi relatado o aumento drastico do efeito da ampicilina, gentamicina e

estreptomicina, com efeito sinérgico entre o prépolis e esses antibidticos, além de eficacia
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direta contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e o Staphylococcus

aureus sensivel a meticilina (MSSA)®@7: 29.30),

O propolis mostrou grande eficacia contra a espécie Candida, sem induzir
resisténcia, inclusive contra algumas cepas resistentes a antifungicos, mostrando um

grande potencial para o tratamento contra candidiase vulvovaginal@”).

1.1.5.4 O efeito antitumoral do propolis

O prépolis pdde bloquear as cascatas de sinaliza¢do de alguns oncogenes, com
decorrente reducao da proliferacéo celular e crescimento tumoral, além da inducédo de
apoptose, reducdo da neoangiogénese e modulagdo do microambiente tumoral®@®”), Em
testes in vitro o propolis teve efeito antiproliferativo em linhagens celulares tumorais, mas
ndo contra células normais, mostrando efeitos contra as células do melanoma, do cancer
colorretal, do cancer prostéatico, com grande reducdo da proliferacdo celular. Contra a
célula do cancer mamario também houve acdo dose-dependente, além de apresentar
toxicidade seletiva as células do cancer renal em comparacdo com células renais
normais?”), Em ratos com cancer gastrico induzido experimentalmente, o tratamento com
propolis reduziu a incidéncia tumoral, o nimero de lesdes e anormalidades estruturais
microscoépicas do tumor quando comparados com o controle, além de reduzir o nUmero
de mitoses e levar a mudancas que poderiam induzir & necrose celular®”), O CAPE foi

capaz de suprimir a adeséo e invas&o do carcinoma hepatocelular@”.

1.1.5.5 O prépolis verde

O propolis verde brasileiro utiliza predominantemente o extrato da planta
Baccharis dracunculifolia, chamado de alecrim do campo ou vassourinha. A prépria
Baccharis spp. tem propriedades antirreumatica, antifingica, e inseticida. A B.
dracunculifolia possui acdo protetora contra Ulceras gastricas reduzindo o volume da
secrecdo gastrica com aumento do seu pH. Muitas das substéncias presentes nesta
planta foram encontradas no propolis verde e apesar do claro efeito antioxidante do

prépolis verde, néo foi comprovado esse efeito no extrato da B. dracunculifolia®* 30,

A criacdo do extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®) permitiu a utilizacdo do

extrato sollvel de propolis verde como droga pois notou-se que, ao comparar 3 parcelas
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diferentes deste prépolis, as concentracdes e a presenca dos compostos pesquisados
(acido cafeico, &cido p-cumérico, acido trans-cinamico, aromadendrina, isosakuranetina
e artepelin C) eram similares, permitindo que seu uso fornecesse sempre a mesma

proporcdo de compostos com este extrato de propolis©).

1.1.6 Os métodos de criagdo e de avaliagdo das aderéncias na cirurgia experimental

Existem inumeros modelos animais desenvolvidos para a inducédo de aderéncias
peritoneais pos-cirdrgicas!!: 4 6-8,10-14,17-19, 21, 22, 61, 62, 64, 66-69) Egsa grande variabilidade
pode ser um dos fatores que dificultam no estabelecimento de um tratamento definitivo
para as aderéncias, associado a falta de um escore objetivo para classificagdo e
comparacgdo das aderéncias*'9). Apesar da ampla variedade de escores utilizados para
avaliagao das aderéncias, todos esses métodos sdo semiquantitativos, pois ndo avalia
todas alteragdes encontradas na cavidade peritoneal, graduando a considerada mais

intensa e apresentando pontuacio limitada(! 4. 6-14. 17, 19,20, 62, 64, 67)

1.2 Justificativa

E necessaria a existéncia de um modelo animal que induza a formacéo de
aderéncias peritoneais em todos os animais e que as aderéncias formadas apresentem
padrao similar para que os resultados possam ser comparados. Além do modelo animal
€ necessaria a existéncia de um método de avaliagdo macroscopica das aderéncias, em
que todas as alteracbes possam ser avaliadas, quantificadas e classificadas, trazendo
sistematizacdo e permitindo a comparagdo dos resultados inclusive entre trabalhos
distintos.

Aliado a métodos mais eficazes de inducdo e classificacdo das aderéncias
peritoneais pds-cirurgicas, o estudo de novas substancias com potencial de impactar na
formacao das aderéncias, prevenindo ou reduzindo a formacgao de aderéncias peritoneais

€ de grande interesse cientifico, atual e necessario.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo do extrato aquoso de prépolis verde, na formacéao
de aderéncias peritoneais, em ratos submetidos ao modelo animal de gastrotomia

seguida de gastrorrafia.

2.2 Objetivos Especificos

Criacdo, caracterizagcdo e validacdo do novo modelo animal de gastrotomia
seguida de gastrorrafia como um modelo eficiente na formacdo de aderéncias

peritoneais.

Criacdo, caracterizacdo e validacdo de um novo meétodo quantificavel de

classificacdo macroscopica das aderéncias peritoneais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aprovacéao da CEUA

Projeto aprovado, sob o protocolo de nimero 104/17, pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) em Experimentagao Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), registrada no Conselho Nacional de
Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA) sob o numero de processo
01200.001568/2013-87.

3.2 Selecdo dos animais e cuidados perioperatérios

3.2.1 Cuidados pré-operatérios

Foram utilizados no total cinquenta e trés ratos (14 animais utilizados para o
projeto piloto) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), adultos, machos, com peso
corporal de 300g (+ 80g), alocados aleatoriamente nos grupos, através de sorteio. Os
ratos foram provenientes e mantidos no biotério do Laboratorio de Cirurgia Experimental
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em ambiente controlado com
temperatura de 22°C (x 2°C), ciclo claro/escuro de doze horas, recebendo agua e ragao

balanceada ad libitum, sem jejum pré-operatorio.

O bem estar animal foi monitorizado e avaliado conforme a Resolugdo Normativa
n° 25 do CONCEA(9, assim como o célculo do tamanho amostral, que foi obtido através
da equacao de recursos(”). Dois calculos de tamanho amostral foram realizados para o
experimento, o primeiro foi na criagdo do novo modelo animal de indugao de aderéncias
peritoneais e o segundo calculo amostral foi para a pesquisa com o prépolis. Para
homogeneizagdo do tamanho das amostras optou-se por utilizar o maior valor
encontrado. Pelo calculo era necessario que cada grupo tivesse entre 4 e 8 animais,

sendo adotado o numero de 6 animais por grupo, a média entre os resultados.

3.2.2 Anestesia

Os animais foram submetidos a anestesia geral intraperitoneal com cetamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) através de puncdo no quadrante inferior direito do

abdome com agulha 13 x 0,45 milimetros. Para minimizar o risco de pungao inadvertida
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de algas intestinais, a introducdo da agulha e infiltragdo do anestésico foram realizadas
com os animais em posic¢ao de cefalodeclive. Apds a anestesia foi realizada a tricotomia
e a antissepsia da parede abdominal com solugcdo aquosa de lodopovidona, para entéo
iniciar os procedimentos cirurgicos, que foram realizados no Laboratério de Cirurgia
Experimental da UFRJ.

3.2.3 Cuidados intra-operatoérios

Todas as operacdes foram realizadas pelo mesmo cirurgido, através de uma
laparotomia mediana de cerca de 5,0 cm. Todos os fechamentos da parede abdominal
foram realizados da mesma maneira, com fio polipropileno 5.0 em sutura continua e em

dois planos, a saber: camada musculo-aponeurética e pele.

Nos animais submetidos ao novo modelo de indugao de aderéncias peritoneais
(gastrotomia seguida de gastrorrafia — subitem 2.3 e anexo 1), apds o estdbmago ter sido
gentilmente exteriorizado, foi realizada uma incisdo longitudinal de cerca de 1,0 cm na
parede anterior do antro/corpo gastrico, seguida de fechamento imediato com sutura
continua de fio polipropileno 5.0. A exteriorizagdo nao intencional de segmentos da
mucosa gastrica através da linha de sutura foi permitida. Quando, durante a gastrotomia,
ocorreu extravasamento de conteudo gastrico, esta secregéo foi imediatamente removida
com gazes estéreis, evitando a disseminagcdo da secregao gastrica para a cavidade

peritoneal.

3.2.4 Cuidados pdés-operatoérios

Os animais foram mantidos em gaiolas com dois a trés animais, sempre
pertencentes ao mesmo grupo. A dieta oral foi iniciada entre doze e dezoito horas apos
o procedimento cirtrgico, com agua e ragdo ad libitum. A agua de bebida foi acrescido
ibuprofeno, para analgesia, na concentragcdo de 0,2 mg/ml, por trés dias, sendo

monitorizado o volume de agua ingerido.

3.2.5 Eutanasia e necropsia

A eutanasia e a necropsia foram realizadas no 14° dia de pdés-operatério por

overdose farmacoldgica de cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg) através de pungao
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no quadrante inferior direito do abdome, com agulha 13 x 0,45 milimetros, apos os
animais terem sido posicionados em cefalodeclive. Apos a parada cardiorrespiratoria foi
realizada incisdo abdominal em forma de “U”. Esse formato de incisao foi adotado para
minimizar a possibilidade de danos as aderéncias peritoneais que pudessem ser
encontradas na cavidade peritoneal. As cavidades abdominais foram fotografadas com a
camera do celular Samsung® S9 Plus, para posterior avaliagdo macroscépica das
aderéncias. Foram ressecados em bloco as estruturas que apresentavam aderéncias
peritoneais e, mesmo na auséncia de aderéncias, o estdbmago, o epiplon o figado, o baco
e a parede abdominal, sendo posteriormente fixadas em solu¢cado de formaldeido a 10%

e seguido o procedimento histolégico pormenorizado no subitem 3.2.6.

3.2.6 Histologia

Apos a fixacdo das pecas anatdmicas em formaldeido, estas foram clivadas e
inseridas em cassetes histolégicos pelo préprio aluno e enviadas para processamento
histologico. Os blocos foram cortados em microtomo rotatorio e os cortes fixados em
laminas histolégicas, para serem corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e com
Picrosirius Red (PR) e analisados no microscopio de luz e polarizagdo E 800 Nikon®
(Japan) do laboratério de Imunopatologia do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho.
Os cortes histoldgicos prontos foram escaneados com o scanner de laminas Leica®
Aperio CS2 (Germany), do Servico de Anatomia Patologica do Hospital Naval Marcilio

Dias.

O processamento histolégico foi realizado no Servigco de Anatomia Patologica do
Hospital Naval Marcilio Dias e a preparacao da lamina corada pelo Picrosirius Red, no

Laboratdrio de Imunopatologia do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ.

A microscopia e a avaliagao histolégica foram utilizadas para que somente as
aderéncias formadas por tecido cicatricial, composto por colageno, células inflamatdrias
e vasos neoformados fossem analisadas macroscopicamente. As bandas de fibrinas
ligando as superficies viscerais, sem a formac&o da aderéncia com tecido cicatricial ndo
foram consideradas como aderéncias e portanto ndo foram analisadas. Ndo houve

analise microscoépica para quantificar, qualificar ou graduar as aderéncias.
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3.3 Projeto piloto e desenvolvimento do modelo de Gastrotomia seguida de
Gastrorrafia

Dois ratos foram utilizados para avaliagdo da abrasdo cecal (13 14 17.19) ¢ da
eletrocauterizagdo com sutura do periténio®”) como modelo de indugédo de aderéncia
peritoneal. A abrasao cecal foi realizada com gaze seca até o aparecimento de petéquias
na superficie do ceco, associada a eletrocauterizagao do peritdnio parietal contralateral,
no quadrante inferior esquerdo, seguida de sobressutura da area cauterizada com fio
poliglactina 4.0 em sutura continua. A eutanasia foi programada para o sétimo dia de pds-

operatério.

Seis ratos foram utilizados para avaliar a gastroenteroanastomose®® como
modelo de indugao de aderéncia peritoneal. O procedimento consistia em realizar uma
incisdo longitudinal de cerca de 1 cm no antro/corpo gastrico e em borda antimesentérica
de alga de intestino delgado, a cerca de 8 cm do angulo de Treitz, seguida da realizacéo
da anastomose com fio polipropileno 5.0 em sutura continua e em plano unico. Apos o
término da anastomose, era ratificada a integridade da sutura e sua perveidade da
anastomose através da palpacao do pertuito. A eutanasia foi programada para o sétimo

dia de poOs-operatorio.

Para o desenvolvimento do novo modelo animal de aderéncia peritoneal foram
utilizados seis ratos. O procedimento consistia na realizacdo de uma laparotomia
mediana de cerca de 5 cm, com exteriorizagdo do estdbmago, seguida da realizagédo de
incisdo longitudinal na parede anterior do antro/corpo gastrico, de cerca de 1 cm e
fechamento imediato da gastrotomia, utilizando fio polipropileno 5.0 em sutura continua
(figura 4). Durante o procedimento cirurgico foram tomadas todas as medidas para
impedir a contaminag¢ao da cavidade peritoneal com o conteudo gastrico e caso houvesse
o extravasamento de conteudo gastrico durante a gastrotomia, esta secregédo seria
imediatamente removida com gazes estéreis, evitando assim sua disseminagéo para a

cavidade peritoneal. A eutanasia foi programada para o sétimo dia de pds-operatério.
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Figura 4 - Modelo de gastrotomia seguido de gastrorrafia. Figado seta amarela, estbmago apoés
gastrotomia e gastrorrafia seta verde, bago seta vermelha.

“Fonte: Autoria propria.

3.4 Prépolis

Para a pesquisa foi utilizado o extrato seco de préopolis gentilmente cedido pela
Apis Flora®, Ribeirdo Preto - SP, Brasil. Este extrato fornecido tinha a apresentagéo de
extrato seco soluvel, para que pudesse ser diluido imediatamente antes do seu uso,
garantindo a estabilidade dos componentes e a maior homogeneidade na concentragéo
e eficacia dos compostos quimicos, mesmo quando administrado em momentos distintos
da pesquisa. A figura 5, apresenta o perfil cromatografico obtido para o extrato utilizado.
Os resultados da analise do extrato de propolis utilizado na pesquisa demonstram o

mesmo perfil quimico caracteristico do prépolis verde EPP-AF®.
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Figura 5- Perfil cromatografico obtido por HPLC/DAD; 1: &cido cafeico; 2: acido p-cumarico; 3: Acido 3,5-

dicafeoilquinico; 4: Acido 4,5-dicafeoilquinico; 5: aromadendrina; 6: drupanina; 7: crisina; 8: galangina; 9:
artepelin C e 10: bacharina.

mAU

125+
100

75-]

Bt A L B S S
00 50 10,0 15,0 20,0 250 300 350 40,0 450 50,0 550 60,0 65,0 70,0 min

Fonte: Apis Flora®.

3.5 Grupos da pesquisa

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos. Cada grupo
recebeu, por sorteio, seis ratos e caso ocorresse algum Obito, este animal seria
substituido por um novo, selecionado da mesma forma, obtendo-se ao final da pesquisa
seis animais por grupo. Todos os animais foram operados pelo mesmo cirurgido, que
realizou também os procedimentos anestésicos, a diluicdo e administracdo do proépolis,

a eutanasia e a ressecgao das pecas cirurgicas durante a necropsia.

3.5.1 Grupo controle

Os animais foram expostos ao mesmo ambiente que os ratos pertencentes aos
outros grupos (biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental da UFRJ), durante todo
o periodo da pesquisa. Neste grupo nenhum procedimento cirurgico foi realizado e estes
animais foram utilizados para que se obtivesse o parametro anatdmico normal. Apds
serem submetidos a eutanasia foi ressecado o estdbmago, o figado, o epiplon, o bago e a

parede abdominal e as pegas enviadas para histopatologia.
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3.5.2 Grupo simulagao (Sham)

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana, seguida de manipulagéo
delicada do figado, do estémago e do epiplon, e a cavidade abdominal foi mantida aberta
por vinte minutos, o tempo médio necessario para a realizagao da gastrotomia seguida
de gastrorrafia, seguido de fechamento da parede abdominal. Ap6s serem submetidos a
eutanasia foram ressecadas as aderéncias encontradas, o estdbmago, o figado, o epiplon,

0 bacgo e a parede abdominal. As pegas foram enviadas para histopatologia.

3.5.3 Grupo cirurgia (gastrotomia seguida de gastrorrafia)

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana, seguida do procedimento
preconizado no modelo animal de gastrotomia seguida de gastrorrafia. Apos serem
submetidos a eutanasia foram ressecadas as aderéncias encontradas, o estbmago, o
figado, o epiplon, o bago e a parede abdominal. As pecas foram enviadas para

histopatologia.

3.5.4 Grupo propolis topico

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana, seguida do procedimento
preconizado no modelo animal de gastrotomia seguida de gastrorrafia. Antes do
fechamento da parede abdominal foi infundida na cavidade peritoneal a solugao de
propolis verde Apis Flora®, na dosagem 300mg/kg de peso, em dose Unica, diluido em 3
ml de solugdo salina 0,9%, de forma intraperitoneal. Cada animal recebeu
aproximadamente as dosagens de 4,29 mg de 3,5-DCQ e 5,51 mg de 4,5-DCQ, 0,417
mg e 1,91 mg de crisina e galangina, respectivamente, 5,20 mg, 18,09 mg e 2,55 mg de
drupanina, artepelin C e bacharina, respectivamente e 13,0 mg de quercetina por cada

quilo de peso.

Apds serem submetidos a eutanasia foram ressecadas as aderéncias
encontradas, o estdmago, o figado, o epiplon, o bago e a parede abdominal. As pecas
foram enviadas para histopatologia.

3.5.5 Grupo propolis enteral na dosagem 100mg/kg/dia

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana, seguida do procedimento
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preconizado no modelo animal de gastrotomia seguida de gastrorrafia. Diariamente foi
infundida por gavagem a diluigdo de propolis verde Apis Flora®, na dosagem 100mg/kg
de peso, desde o primeiro dia de pds operatdrio, até o décimo-terceiro dia de pos
operatorio. Cada animal recebeu aproximadamente as dosagens de 1,429 mg de 3,5-
DCQ, 1,836 mg de 4,5-DCQ, 0,139 mg e 0,635 mg dos flavonoides crisina e galangina,
respectivamente, 1,734 mg, 6,03 mg e 0,850 mg dos compostos prenilados drupanina,
artepelin C e bacharina, respectivamente e 4,33 de quercetina por cada quilo de peso por
dia.

Apos serem submetidos a eutanasia foram ressecadas as aderéncias
encontradas, o estdmago, o figado, o epiplon, o bago e a parede abdominal. As pecas

foram enviadas para histopatologia.

3.5.6 Grupo propolis enteral na dosagem 300mg/kg/dia

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana, seguida do procedimento
preconizado no modelo animal de gastrotomia seguida de gastrorrafia. Diariamente foi
infundido por gavagem a diluigdo de propolis verde Apis Flora®, na dosagem 300mg/kg
de peso, desde o primeiro dia de pds operatorio, até o décimo-terceiro dia de pods
operatorio. Cada animal recebeu aproximadamente as dosagens de 4,29 mg de 3,5-DCQ
e 5,51 mg de 4,5-DCQ, 0,417 mg e 1,91 mg de crisina e galangina, respectivamente, 5,20
mg, 18,09 mg e 2,55 mg de drupanina, artepelin C e bacharina, respectivamente e 13,0

mg de quercetina por cada quilo de peso por dia.

Apos serem submetidos a eutanasia foram ressecadas as aderéncias
encontradas, o estdmago, o figado, o epiplon, o bago e a parede abdominal. As pecas

foram enviadas para histopatologia.

3.6 Modelos macroscopicos de avaliacdo das aderéncias

Para a avaliagcdo macroscopica das aderéncias foram utilizadas as escalas
segundo Evans et al.6? e segundo Nair et al.l'9, descritas nas tabelas 1 e 2,
respectivamente. Além dessas escalas, foi desenvolvida uma nova escala que permitia a

analise das aderéncias de forma quantificavel.



Tabela 1 — Graduacgéo de aderéncias peritoneais segundo Evans et al.(62)

Graduacéo Descricdo das aderéncias
0 Auséncia de aderéncias
Aderéncias membranosas que se separam
1 espontaneamente
Aderéncias firmes que se separam por
2 tracao

Aderéncias densas que necessitam

disseccéo cortante para sua separacao
Fonte: Modificado de Evans et al.(62) (1993).

Tabela 2 — Graduagéo de aderéncias peritoneais segundo Nair et al.('%

Graduacéao Descricédo das aderéncias
0 Auséncia completa de aderéncias N
. a . Aderéncias pouco

Banda unica de aderéncia, entre visceras ou .

1 . . substanciais
entre viscera e parede abdominal
5 Duas bandas de aderéncia, entre visceras
ou entre viscera e parede abdominal
Mais de duas bandas de aderéncia, entre

visceras, entre viscera e parede abdominal,
3 ou massa de aderéncia acometendo todas Aderéncias

as alcas intestinais sem acometer a parede substanciais

abdominal
Viscera aderindo diretamente a parede

4 abdominal independentemente do nimero

ou extensao das aderéncias
Fonte: Modificado de Nair et al.("% (1974).
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A nova proposta para quantificacdo de aderéncias baseia-se na divisao do abdome

em vinte e um quadrantes, sendo nove na parede abdominal, trés no diafragma e mais

nove na cavidade abdominal (figura 6). Para efeito de simplificagdo nao foi separada a

regiao peritoneal da regido retroperitoneal, sendo avaliado o quadrante abdominal como

um todo. Em cada quadrante avalia-se as aderéncias com seus agravantes (tabela 3) e,

além disso, avalia-se também o aspecto do quadrante independente de ele estar ou néo

acometido por aderéncias, bastando que apresentem alteracdes em relacdo ao aspecto

anatémico normal. Caso o quadrante seja acometido por mais de uma aderéncia, a cada

uma das aderéncias sera atribuida uma pontuacgao referente a sua extensao e aspecto.
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Apos a atribuicdo de valor, soma-se as graduacgdes de todas as aderéncias peritoneais
encontradas neste setor com a pontuacao das alteragcdes encontradas, obtendo-se o
valor total do quadrante. Todos os quadrantes serdo somados para chegar ao resultado

da pontuacao total do animal. Nao ha limite de pontuagao neste método.

Figura 6 — Divisdo da parede abdominal com a cavidade abdominal em 21 quadrantes, sendo 9
quadrantes na parede, 3 quadrantes em cupula diafragmatica (direita, central e esquerda), e 9
quadrantes na cavidade abdominal.

12 2’ 3
& 5 6
7 g 9
1 2 3
4 5 6
7 8 9

Fonte: Autoria propria.

ApOs a avaliagao individualizada de cada um dos quadrantes, é aplicada a cada
um deles uma analise qualitativa e quantitativa das aderéncias e das alteragdes

encontradas, que poderiam ser quantificadas conforme as orientacbes presentes na
tabela 3.
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Para fins de facilitagado sugere-se que ao utilizar a nova classificagdo aqui descrita,
sejam realizados registros fotograficos e que, a essa imagem registrada, seja aplicada a
grade de quadrantes, como o exemplo presente acima na figura 6, para facilitar a correta
qualificagdo e quantificacdo das aderéncias, assim como as alteragdes presentes nos

quadrantes.

Tabela 3 — Graduagao de aderéncias peritoneais proposta para este estudo.

PONTUACAO TIPO DE ADERENCIAS (TA)
0 Sem aderéncias
2 Aderéncias entre dois 6rgdos ou estruturas
3 Aderéncias entre trés 6rgdos ou estruturas
4 Aderéncias entre quatro ou mais 6érgios ou estruturas
PONTUACAO INTENSIDADE DE ADERENCIAS (IA)
1 Puntiforme
2 Laminar
3 Ampla até metade da superficie do 6rgdo acometido
4 Ampla mais da metade da superficie do 6rgdo acometido
5 Ultrapassa superficie do 6rgdo ou estrutura
PONTUACAO AGRAVANTES (AG)
+1 Presenca de neovascularizagéo
+1 Foco de corpo estranho
+1 Mudangca do aspecto do érgdo ou estrutura

Fonte: Autoria prépria.

Para calcular a pontuagéo, segue-se as orientagdes acima contidas na tabela 3.
Avalia-se cada quadrante individualmente, pontuando o tipo de aderéncia (TA) que
sempre sera multiplicado pela pontuagao obtida no escore de intensidade de aderéncia
(IA). Apés resultado soma-se com os agravantes (AG) encontrados. Ressalta-se que os
agravantes (AG) sao acrescidos tanto na avaliagdo das aderéncias quanto na analise
estrutural do quadrante (viscera ou parede abdominal). Quando ha acometimento da
parede abdominal pontua-se em IA do 1 ao 4, ndo existindo pontuacido 5 nesse caso, ja
que na situagcdo em que ultrapasse o quadrante da parede abdominal, basta somar o

acometimento de um novo quadrante pela aderéncia.

Usa-se a férmula a seguir:
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((TAx 1A) + AG-encontrados na aderéncia) + AG = Pontuagao do quadrante

Apos este resultado soma-se o resultado de todos os quadrantes avaliados e
obtém-se o total de pontuacdo de aderéncia peritoneal neste animal. E imperativo lembrar
que caso haja mais de uma aderéncia no quadrante, todas elas serdo avaliadas de forma
qualitativa e quantitativa, sendo atribuida uma pontuagao, que serdo somadas e somente

assim sera obtida a pontuagao do quadrante, podendo entdo ser quantificavel.

Para fins de simplificagdo na denominacdo, o novo método de avaliagcéo
macroscopico das aderéncias peritoneais, proposto nesse projeto, sera referenciado

nesta dissertacdo como analise, ou método, quantificavel.

3.7 Andlise estatistica

Visando a validacdo do novo modelo animal, os resultados foram analisados
estatisticamente com o software GraphPadPrism v. 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,

CA, USA) e utilizados os testes de Kruskal-Wallis, seguido do Dunn’s post hoc.

A fim de comparar as graduacdes das aderéncias entre os grupos, foi utilizado o
teste U de Mann-Whitney, para grupos néo pareados. Sob a hipétese nula, a distribuicdo
de ambos os grupos é a mesma, enquanto que sob a hipbtese alternativa essa
distribuicéo € diferente. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o software utilizado

foi o R versdo 4.2.2.

As analises descritivas foram realizadas por meio de apresentacfes graficas e

tabelas.

3.8 Materiais

Agulha de Gavagem Rato curva, 54 mm. Bonther®

Bomba quaternaria LC-20AT



Celular Samsung S9 Plus, Samsung®

Coluna Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS
Controlador CBM-20A

Cromatografo liquido de alta eficiéncia, Shimadzu®
Detector de arranjo de diodos SPD-M 20A

HD Seagate Backup Plus Slim prata 1 TB, Seagate®
Microscépio E 800 Nikon, Nikon®

Notebook Lenovo Yoga 910, Lenovo®

Tablet Surface Go 128 GB, Microsoft®

Scanner de laminas Leica Aperio CS2, Leica®
Software R®

Software Shimadzu LC versdo 1.21 SP1, Shimadzu®
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4 RESULTADOS

Em nenhum dos 53 animais do estudo, ao ser realizada a primeira laparotomia,
foram encontradas aderéncias peritoneais. No APENDICE A encontram-se 0s registros
fotograficos do peritbnio de cada animal do experimento, separados em grupos,
associado aos calculos e explicacdes da quantificacdo de aderéncia conforme o método

quantificavel de avaliacdo macroscoépica das aderéncias.

4.1 Projeto piloto e desenvolvimento do novo Modelo animal de Aderéncia
Peritoneal

Os dois ratos submetidos a abrasédo cecal com eletrocauterizagdo do peritdnio
parietal contralateral, no quadrante inferior esquerdo, seguida de sobressutura da area
cauterizada, a necropsia, ndo apresentavam a formagao de aderéncias peritoneais,

embora fosse possivel notar alteragdes decorrentes do procedimento (figura 7).

Figura 7- A1: Eletrocauterizac&o do peritdnio parietal com sobressutura. A2: Aspecto do peritdnio no sétimo
dia de poés-operatério. B1: Abrasdo cecal. B2: Aspecto do ceco no sétimo dia de pds-operatorio. Setas
apontam areas submetidas aos procedimentos cirdrgicos descritos nos modelos animais de aderéncia
peritoneal. Setor em azul marca area de eletrocauterizagdo com sobressutura do periténio parietal.

Fonte: Autoria prépria.
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Como nao foi alcancada a formacao de aderéncias peritoneais pds-operatdrias,
tentou-se a reprodugdo do modelo de gastroenteroanastomose. O procedimento foi
abandonado como modelo experimental pois todos os animais submetidos a este modelo

morriam entre o segundo e o quinto dia de pds-operatério.

No desenvolvimento do modelo de gastrotomia seguida de gastrorrafia, os dois
primeiros animais foram operados e submetidos a eutanasia no sétimo dia de pods
operatorio, sendo notado a necropsia aderéncias peritoneais em ambos os animais. Os
dois animais seguintes (3° e 4°) foram submetidos ao mesmo procedimento, mas em um
dos animais teve-se o cuidado de ndo permitir a exteriorizagdo de segmentos da mucosa
gastrica através da sutura e no outro, a sutura foi realizada permitindo a exposi¢ao nao
intencional de partes da mucosa gastrica. No sétimo dia de pés-operatério foi induzida a
eutanasia e a necropsia notava-se maior volume de aderéncias peritoneais no animal em
que a exteriorizagdo nao intencional de segmentos da mucosa, através da linha de sutura,
foi permitida. Os ultimos 2 animais (5° e 6°) foram submetidos a incisdo e rafia do
estdbmago sem o cuidado de invaginar toda a mucosa gastrica, o que permitiu a exposi¢cao
nao intencional de algumas partes da mucosa através da sutura. No décimo-quarto dia
de pos-operatorio foram submetidos a eutanasia, sendo notado a necropsia o maior

volume de aderéncias entre todos animais operados no piloto (figuras 8 A, 8 B, 8 C).

Figura 8 - A, B e C: Imagens representativas de trés animais submetidos a gastrotomia seguida de
gastrorrafia. Figado seta amarela, bago seta vermelha, estdmago com epiplon seta verde, setas azuis
apontam para areas de aderéncia entre figado, estbmago e epiplon.
A : : Py /

Fonte: Autoria prépria.
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Visando validar este novo modelo animal, os resultados foram classificados e
analisados pelas escalas de Evans®?) e Nair('9). A comparagéo entre o grupo controle e
o grupo simulagao (sham) nao obteve significancia estatistica, mas ao comparar o grupo
controle com o grupo cirurgia, obteve-se significancia estatistica na escala de Nair('® (p
< 0,001) e na de Evans(®? (p < 0,0001). Ao comparar o grupo simulagdo (sham) com o
grupo cirurgia, em ambas as escalas, obteve-se significancia estatistica com o mesmo p-
valor (p < 0,05). Com esses graus estatisticos de significancia, a hipotese nula foi
rejeitada e com isso, as chances deste resultado se repetir com a aplicagdao do modelo
sao muito altas, evidenciando sua eficacia na indugao de aderéncias peritoneais pos-

operatdrias e, portanto, a sua adogdo como modelo animal para esta pesquisa.

4.2 Grupo Controle

Os seis animais do grupo controle ndo manifestaram nenhum sinal de doenca e
ndo foram encontradas aderéncias peritoneais a necropsia. Todos os animais do grupo
pontuaram com O pontos em todas as 3 escalas de graduacdo avaliadas (tabelas 1, 2 e
3).

4.3 Grupo Simulacao (Sham)

Os seis animais do grupo simulacéo (sham) evoluiram clinicamente bem até o 14°
dia de pos-operatorio, quando foi realizada a eutanasia. Durante a necropsia trés animais

apresentavam aderéncias peritoneais e trés animais apresentavam-se sem aderéncias.

4.3.1 Rato 01

Auséncia de aderéncias peritoneais, sendo graduado com zero pontos tanto na
escala de Evans®? quanto na escala de Nairl'% (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel,

este animal pontuava com 11 pontos, inserido na tabela 8.

4.3.2 Rato 02

Auséncia de aderéncias peritoneais, sendo graduado com zero pontos tanto na
escala de Evans(®? gquanto na escala de Nairl'% (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel,

este animal pontuava com 10 pontos, inserido na tabela 8.
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4.3.3 Rato 03

Aderéncias peritoneais entre o epiplon e a parede abdominal, em cicatriz mediana
e entre a gordura epididimal e a parede abdominal em cicatriz mediana, sendo graduado
com 02 (dois) pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('9 (tabelas 4
e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 19 pontos,_inserido na tabela
8.

4.3.4 Rato 04

Aderéncias peritoneais entre a gordura epididimal e a parede abdominal em
cicatriz mediana e do figado a parede abdominal, através de banda de aderéncia em
formato laminar, sem unido direita do 6rgdo a parede, aderindo a cicatriz mediana, sendo
graduado com 02 (dois) pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('?
(tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 22 pontos, inserido

na tabela 8.

4.3.5 Rato 05

Aderéncia peritoneal entre a gordura epididimal e a parede abdominal em cicatriz
mediana, sendo graduado com 2 (dois) pontos na escala de Evans®2 e com 01 (um)
ponto na escala de Nair('9 (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava
com 14 pontos, inserido na tabela 8.

4.3.6 Rato 06

Auséncia de aderéncias peritoneais, sendo graduado com zero pontos tanto na
escala de Evans®®? guanto na escala de Nairl'% (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel,

este animal pontuava com 8 pontos, inserido na tabela 8.

4.4 Grupo Cirurgia

Os seis animais do grupo cirurgia (gastrotomia seguida de gastrorrafia) evoluiram
clinicamente bem até o 14° dia de pés-operatorio, quando foi realizada a eutanasia.
Durante a necropsia todos os animais apresentavam aderéncias firmes entre o estbmago,

o figado e o epiplon.
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4.4.1 Rato 01

Aderéncias firmes entre o estdmago, o figado e o epiplon, sendo graduado com
trés pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nairl'% (tabelas 4 e 6). Pela

tabela quantificavel, este animal pontuava com 48 pontos, inserido na tabela 8.

4.4.2 Rato 02

Aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal em quadrante superior
esquerdo, associado as aderéncias firmes entre o estbmago, o figado e o epiplon, sendo
graduado com trés pontos na escala de Evans®2 e quatro pontos na escala de Nair(10
(tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 55 pontos, inserido
na tabela 8.

4.4.3 Rato 03

Presenca de volumosa hérnia incisional totalmente recoberta com aderéncia de
gordura epididimal, que apresentava perda de domicilio localizando-se exclusivamente
em regido hernidria, associado as aderéncias peritoneais acometendo a parede
abdominal em cicatriz mediana e de aderéncias firmes entre o estdbmago, o figado e o
epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de Evans(®?) quanto na escala
de Nair('% (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 74 pontos,
inserido na tabela 8.

4.4.4 Rato 04

Aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal em quadrante superior
esquerdo, associado as aderéncias firmes entre o estbmago, o figado, o epiplon e a
gordura epididimal, sendo graduado com trés pontos na escala de Evans(®? e quatro
pontos na escala de Nair(') (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal

pontuava com 67 pontos, inserido na tabela 8.

4.4.5 Rato 05

Aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal e o epiplon, em cicatriz

mediana, associado as aderéncias firmes entre o estdtmago, o figado e o epiplon, sendo
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graduado com trés pontos tanto na escala de Evans®? quanto na escala de Nair('?
(tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 48 pontos, inserido

na tabela 8.

4.4.6 Rato 06

Aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal em quadrante superior
esquerdo, associado as aderéncias firmes entre o estdbmago, o figado, o epiplon e a
gordura epididimal, sendo graduado com trés pontos na escala de Evans(®? e quatro
pontos na escala de Nair(' (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal

pontuava com 62 pontos, inserido na tabela 8.

4.5 Grupo Prépolis Tépico

Foram utilizados sete animais no total pois o0 sexto animal operado foi a 6bito no
pbés operatério, sem causa definida, sendo substituido por um novo animal similar aos
outros utilizados nesta pesquisa. Os seis animais avaliados no grupo prépolis tépico
(gastrotomia seguida de gastrorrafia + propolis intraperitoneal em dose Unica de 300
mg/kg/dia) evoluiram clinicamente bem até o 14° dia de pdés-operatorio, quando foi
realizada a eutanasia. Durante a necropsia todos 0s animais apresentavam aderéncias
exacerbadas, ultrapassando os limites do figado, unindo firmemente o estémago, o
figado e o epiplon e, em alguns animais, a aderéncia acometia também o rim, associado
a presenca de multiplos depdsitos amarelados em peritbnio parietal e visceral tratando-

se, provavelmente, de depdsitos de prépolis.

4.5.1 Rato 01

Intensas aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal de quadrante
superior esquerdo e aglomerado contendo o figado, o estbmago, o epiplon e o baco,
associado a outra aderéncia laminar entre o diafragma e o figado. Presenca ainda de
aderéncias intensas entre o figado, o estdbmago, o epiplon e o bagco, com focos de
substancia amarelada em varias areas do peritbnio parietal e visceral, sendo graduado
com trés pontos na escala de Evans(®? e quatro pontos na escala de Nair('% (tabelas 4 e

6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 88 pontos, inserido na tabela 8.
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4.5.2 Rato 02

Intensas aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal de quadrante
superior esquerdo, no diafragma, e o aglomerado contendo o figado, o estdbmago, o
epiplon, o baco, uma alca de delgado e o rim. Além destas aderéncias encontrou-se
aderéncia entre a gordura epididimal e dois pontos da parede abdominal (fora da area da
cicatriz mediana). Presenca ainda de aderéncias intensas entre o figado, o estdtmago, o
epiplon, uma alca de delgado, o rim e o0 baco, associado a outra aderéncia entre o
delgado, o epiplon e a gordura epididimal, com focos de substancia amarelada em varias
areas do peritonio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala de
Evans(®? e quatro pontos na escala de Nair('? (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel,

este animal pontuava com 104 pontos, inserido na tabela 8.

4.5.3 Rato 03

Presenca de aglomerado contendo o figado, o estdmago, o epiplon, o baco e o
rim. Além destas aderéncias encontrou-se aderéncia entre o duodeno e o figado e entre
uma alca de delgado e o figado. Focos de substancia amarelada em varias areas do
periténio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala tanto de Evans(©2)
quanto na escala de Nair'® (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal

pontuava com 84 pontos, inserido na tabela 8.

4.5.4 Rato 04

Presenca de aglomerado contendo o figado, o estdbmago, o epiplon, o baco e a
fascia de Gerota. Além destas aderéncias encontrou-se aderéncia entre as gorduras
epididimais. Focos de substancia amarelada em varias areas do peritbnio parietal e
visceral, sendo graduado com trés pontos na escala tanto de Evans(®? quanto na escala
de Nair('9 (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 79 pontos,

inserido na tabela 8.

4.5.5 Rato 05

Notava-se dois focos de aderéncia acometendo a parede abdominal, o primeiro

ligava, no quadrante 11’, o apéndice xiféide e o diafragma ao figado e o epiplon, o
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segundo foco acometendo a parede e o diafragma em quadrante superior esquerdo em
aglomerado contendo o figado, o estdbmago, o epiplon, o baco e a fascia de Gerota a
esquerda. Foram encontrados também focos de substancia amarelada em varias areas
do peritonio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala de Evans(®2
e quatro pontos na escala de Nair('% (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal
pontuava com 139 pontos, inserido na tabela 8.

4.5.6 Rato 06

Aderéncia acometendo o figado, o estbmago e o epiplon. Focos de substancia
amarelada em vérias areas do peritbnio parietal e visceral, sendo graduado com trés
pontos na escala tanto de Evans®? quanto na escala de Nairl'® (tabelas 4 e 6), mas
guando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava

com 48 pontos, inserido na tabela 8.

4.6 Grupo Prépolis 100 mg/kg/dia

Os seis animais do grupo prépolis 100 mg/kg/dia (gastrotomia seguida de
gastrorrafia + dose diaria de prépolis 100 mg/kg) evoluiram clinicamente bem até o 14°
dia de pds-operatorio, quando foi realizada a eutanasia. A quantidade e extensdo das

aderéncias foram variadas e pormenorizadas a seguir.

4.6.1 Rato 01

Minimas aderéncias peritoneais entre o figado e o estdbmago, de aspecto laminar,
sendo graduado com dois pontos na escala de Evans(®? e um ponto na escala de Nair('0
(tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 23 pontos, inserido

na tabela 8.

4.6.2 Rato 02

Aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6).
Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 31 pontos, explicados a seguir e 0

resultado inserido na tabela 8.
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4.6.3 Rato 03

Aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('% (tabelas 4 e 6).

Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 31 pontos, inserido na tabela 8:

4.6.4 Rato 04

Aderéncias peritoneais entre o figado, o esttmago e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('?) (tabelas 4 e 6).

Pela tabela quantificavel, este animal pontuava com 29 pontos, inserido na tabela 8.

4.6.5 Rato 05

Aderéncias peritoneais entre o figado, o esttmago e o epiplon, associado as
aderéncia laminar entre o diafragma esquerdo e o epiplon, sendo graduado com trés
pontos tanto na escala de Evans®? quanto na escala de Nair("® (tabelas 4 e 6). Pela

tabela quantificavel, esse animal pontuava com 33 pontos, inserido na tabela 8.

4.6.6 Rato 06

Aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6).

Pela tabela quantificavel, esse animal pontuava com 33 pontos, inserido na tabela 8.

4.7 Grupo Prépolis 300 mg/kg/dia

Foram utilizados oito animais no total, ja que o primeiro e o quinto animais foram
excluidos e substituidos por dois novos animais, similares a todos os outros utilizados
nesta pesquisa. O primeiro animal operado apresentou parada cardiorrespiratoria no
oitavo dia de pods operatério, provavelmente por broncoaspiracdo, durante a
administracdo da solucdo de propolis por gavagem. Foram realizadas manobras de
ressuscitacdo, com compressao externa da caixa toracica e o animal foi mantido vivo
sendo realizada a eutanasia no 14° dia de pds-operatério, sem nova administracéo de
propolis. A eutanasia, notava-se a presenca de moderadas aderéncias entre o figado, o

estbmago e o epiplon. O quinto animal foi encontrado morto no sexto dia de poés-
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operatorio, a necropsia apresentava aderéncia leve entre o figado e o estbmago somente

em area da sutura gastrica. A causa mortis nao foi definida.

Os seis animais analisados no grupo prépolis 300 mg/kg/dia (gastrotomia seguida
de gastrorrafia + dose diaria de propolis 300 mg/kg) evoluiram clinicamente bem até o
14° dia de pés-operatorio, quando foi realizada a eutanasia. A quantidade e extensdo das

aderéncias foram variadas e pormenorizadas a sequir.

4.7.1 Rato 01

Aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon, associado as trés
focos de aderéncia a parede abdominal, a saber: gordura epididimal a cicatriz mediana,
figado ao diafragma e o aglomerado contendo o figado, o estdbmago, o epiplon e o baco,
aderindo ao diafragma e a parede abdominal de hipoc6ndrio esquerdo, sendo graduado
com trés pontos na escala de Evans(®? e quatro pontos na escala de Nair('9) (tabelas 4 e

6). Pela tabela quantificavel, esse animal pontuava com 78 pontos, inserido na tabela 8.

4.7.2 Rato 02

Aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans(®?) quanto na escala de Nair('? (tabelas 4 e 6).

Pela tabela quantificavel, esse animal pontuava com 34 pontos, inserido na tabela 8.

4.7.3 Rato 03

Auséncia de aderéncias, sendo graduado com zero pontos tanto na escala de
Evans®? quanto na escala de Nair('0 (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel, esse

animal pontuava com 12 pontos, inserido na tabela 8.

4.7.4 Rato 04

Aderéncia entre o figado, o estdbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos
tanto na escala de Evans®®? quanto na escala de Nair("? (tabelas 4 e 6). Pela tabela

quantificavel, esse animal pontuava com 33 pontos, inserido na tabela 8.
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4.7.5 Rato 05

Aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos
tanto na escala de Evans®? quanto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6). Pela tabela

quantificavel, esse animal pontuava com 30 pontos, inserido na tabela 8.

4.7.6 Rato 06

Auséncia de aderéncias peritoneais, sendo graduado com zero pontos tanto na
escala de Evans®?) quanto na escala de Nair('®) (tabelas 4 e 6). Pela tabela quantificavel,

esse animal pontuava com 13 pontos, inserido na tabela 8.

4.8 Andlises estatisticas

4.8.1 Analises estatisticas dos resultados obtidos segundo a graduacao descrita por
Evans(®?

Ao avaliar os ratos do grupo controle, nenhum dos animais possuia aderéncia
peritoneal, por isso todos foram graduados com O pontos. Entre os ratos do grupo
simulacdo (sham), trés ratos possuiam aderéncias que eram passiveis de ruptura por
tracdo, sendo, portanto, graduados com 2 pontos e trés ratos ndo possuiam aderéncias
peritoneais, sendo graduados com zero pontos. Todos os ratos, tanto do grupo cirurgia
guanto do grupo prépolis topico apresentavam aderéncias peritoneais que necessitariam
de instrumentos cortantes para separa-las. Nos ratos do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, 5
ratos possuiam aderéncias peritoneais que necessitariam de instrumentos cortantes para
separa-las e um animal possuia aderéncias peritoneais em que bastaria tracdo para
separacdo das estruturas aderidas. Nos ratos do grupo propolis 300 mg/kg/dia, 4 ratos
possuiam aderéncias peritoneais que necessitariam de instrumentos cortantes para
separa-las e dois ratos ndo possuiam aderéncias peritoneais. Essas informacdes podem

ser melhor avaliadas na tabela 4, onde os dados estao sintetizados.
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Tabela 4 — Resultados segundo graduagdo de aderéncias peritoneais proposta por Evans(¢2

Simulagao . . Prépolis Prépolis Prépolis
Rato Controle =gy m) Cirurgia 4006  100mglkg/dia 300mglkg/dia
1 0 0 3 3 2 3
2 0 0 3 3 3 3
3 0 2 3 3 3 0
4 0 2 3 3 3 3
5 0 2 3 3 3 3
6 0 0 3 3 3 0

Fonte: Autoria propria.

Ao analisar os dados da tabela 4, foram observadas apenas graduacfes de
aderéncias iguais a zero no grupo controle, e iguais a 3, nos grupos Cirurgia e Prépolis
Topico. Assim, o teste estatistico para a comparacéo desses grupos nado se aplica, uma
vez que nao foi observada variabilidade nestas amostras, sendo realizada somente a

analise descritiva, por meio de tabelas.

Entre os grupos que poderiam ser analisados, apresentaram diferenca
estatisticamente significantes quando comparados o grupo Simulacdo (Sham) com os
grupos Cirurgia (p-valor = 0,0022), Propolis Toépico (p-valor = 0,0022) e Prépolis
100mg/kg/dia (p-valor = 0,0087). Ndo foram observadas diferengas significativas quando
comparados O grupo cirurgia com o0sS grupos propolis por gavagem ou quando
comparados os grupos de Prépolis 100mg/kg/dia e o Propolis 300mg/kg/dia (p-valor =
0,4545). (Tabela 5)



76

Tabela 5 — Resultados do teste U de Mann-Whitney para a graduacéo das aderéncias segundo a escala

de Evans®?

Comparagao entre os Grupos p-valor
Cirurgia 0,0022
Prépolis Tépico 0,0022

Simulagao (Sham) X
Prépolis 100mg/kg/dia 0,0087
Prépolis 300mg/kg/dia 0,1991
Prépolis 100mg/kg/dia 1,0000

Cirurgia X
Prépolis 300mg/kg/dia 0,4545
Prépolis 100mg/kg/dia X  Prépolis 300mg/kg/dia 0,4545

Fonte: Autoria prépria.

4.8.2 Analises estatisticas dos resultados obtidos segundo a graduacao descrita por
Nair(10

Ao avaliar os ratos do grupo controle, nenhum dos animais possuia aderéncia
peritoneal, por isso todos foram graduados com O pontos. Entre os ratos do grupo
simulacdo (sham), trés ratos ndo possuiam aderéncias peritoneais, sendo graduados
com zero pontos, dois ratos possuiam duas bandas de aderéncia, sendo, portanto,
graduados com 2 pontos e um rato possuia banda de aderéncia Unica, sendo graduado
com 1 ponto. Tanto no grupo cirurgia quanto do grupo prépolis tépico haviam trés ratos
com aglomerado de alcas sendo graduados com 3 pontos e trés ratos com aderéncia do
aglomerado de alcas ligando direto a parede abdominal, sendo graduado com 4 pontos.
Nos ratos do grupo propolis 100 mg/kg/dia, 5 ratos possuiam aderéncias peritoneais com
aglomerado de alcas sendo graduados com 3 pontos e um rato possuia aderéncia
peritoneal em banda Unica de aderéncia, sendo graduado com 1 ponto. Nos ratos do
grupo prépolis 300 mg/kg/dia, um rato apresentava-se com um aglomerado de alcas que
se ligavam diretamente a parede abdominal, sendo graduado com 4 pontos, 3 ratos
possuiam aderéncias peritoneais em aglomerado de algas sendo graduados com 3

pontos e dois ratos ndo apresentavam aderéncias peritoneais, sendo graduados com
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zero pontos. Essas informagdes podem ser melhor avaliadas na tabela 6, onde os dados
estdo sintetizados.

Ao analisar os dados da tabela 6, foram observadas amostras idénticas para os
grupos Cirurgia e Prépolis Tépico, sendo a metade dos ratos (n = 3) classificados como
3 e a outra metade como 4, além de resultados idénticos em todos os animais do grupo
controle. Assim, o teste estatistico para a comparacéo desses grupos nao se aplica, uma
vez que nao foi observada variabilidade nestas amostras, sendo realizada a analise

descritiva, por meio de tabelas.

Tabela 6 — Resultados segundo graduagado de aderéncias peritoneais proposta por Nair('%),

Simulagcao . . Prépolis Prépolis Prépolis
Rato Controle =gy m) Cirurgia ‘14006  100mglkg/dia 300mglkg/dia
1 0 0 3 4 1 4
2 0 0 4 4 3 3
3 0 2 3 3 3 0
4 0 2 4 3 3 3
5 0 1 3 4 3 3
6 0 0 4 3 3 0

Fonte: Autoria prépria.

Ao analisar os resultados obtidos com a escala de graduag&o proposta por Nair9),
foram observadas diferencas significativas entre o grupo Simulagéo (Sham) e os grupos
Cirurgia (p-valor = 0,0022), Propolis Topico (p-valor = 0,0022) e Prépolis 100mg/kg/dia
(p-valor = 0,0087). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos de
Prépolis oral (p-valor = 0,7576). (Tabela 7)
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Tabela 7 — Resultados do teste U de Mann-Whitney para a graduagao das aderéncias segundo a escala

de Nair(9),

Comparagao entre os Grupos p-valor
Cirurgia 0,0022
Prépolis Tépico 0,0022

Simulagao (Sham) X
Prépolis 100mg/kg/dia 0,0087
Prépolis 300mg/kg/dia 0,1775
Prépolis Tépico 1,0000
Cirurgia X Prépolis 100mg/kg/dia 0,1212
Prépolis 300mg/kg/dia 0,2316
Prépolis 100mg/kg/dia X  Prépolis 300mg/kg/dia 0,7576

Fonte: Autoria prépria.

4.8.3 Analises estatisticas dos resultados obtidos segundo o método quantificavel de
graduacdo macroscopica das aderéncias.

Com esse novo método de avaliacdo macroscoOpica das aderéncias, a Unica
possibilidade de se obter zero pontos é em um animal que nao possui qualquer alteracéo
intraperitoneal, ou seja, somente aos animais do grupo controle poderiam ser atribuidos
zero pontos, isso se ndo apresentassem alteracdes, como a presenca de aderéncias
primarias. Qualquer alteracdo encontrada, que ndo seja 0 que € anatomicamente
esperado, receberia algum grau de pontuacéo. Entre os outros grupos, os animais foram
pontuados de 8 a 139 pontos, sendo observada maior variabilidade entre as graduacdes,
com o grupo Prdpolis Topico apresentando os maiores valores e a maior amplitude.

Esses dados podem ser melhor avaliados na tabela 8 com os resultados compilados.
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Tabela 8 — Resultados segundo graduagédo do método quantificavel de graduagdo macroscopica das

aderéncias.
Simulacao . . Propolis Prépolis Propolis
gl Controle (Shan%) Cirurgia Tégico 100mgr;kgldia 300mgplkgldia
1 0 11 48 88 23 78
2 0 10 55 104 31 34
3 0 19 74 84 31 12
4 0 22 67 79 29 33
5 0 14 48 139 33 30
6 0 8 62 48 33 13

Fonte: Autoria prépria.

As medianas dos grupos em que foi administrado o prépolis por gavagem foram
préximas, porém, no grupo 300mg/kg/dia houve maior variacdo, com a ocorréncia de um
ponto fora da curva (outlier). Na comparacdo entre os grupos, ndo foi observada a
intersecao entre os intervalos de resultados obtidos com o0s grupos controle, simulagéo

(sham), cirurgia e prépolis 100mg/kg/dia. (Figura 9)

Foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle e
simulacdo (sham), e todos 0s outros grupos, ou seja, 0S grupos cirurgia, propolis tépico,
prépolis 100mg/kg/dia e prépolis 300mg/kg/dia apresentavam, sob analise estatistica,
mais aderéncias que esses dois grupos. Quando se comparou 0 grupo cirurgia com o
grupo proépolis topico, houve diferenca estatisticamente significante (p-valor 0,0411),
evidenciando aumento da formacdo de aderéncias peritoneais pos-cirdrgicas com a
aplicacao de propolis por via intraperitoneal. Ao se comparar o grupo cirurgia com o grupo
prépolis 100mg/kg/dia, nota-se diferenca estatisticamente significante (p-valor 0,0022),
com reducdo da formacéo das aderéncias peritoneais pds-cirargicas apos a utilizacéo do
propolis enteral nesta dosagem. A comparacao entre 0 grupo cirurgia e o grupo préopolis
300mg/kg/dia ndo obteve significancia estatistica, porém com um p-valor limitrofe e a
ocorréncia de um ponto fora da curva (sem menor formacdo de aderéncias com o

tratamento). Esses dados podem ser avaliados na tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados do teste U de Mann-Whitney para a graduagao das aderéncias segundo o método

quantificavel de graduagéo macroscoépica das aderéncias.

Comparagao entre os Grupos p-valor

Cirurgia 0,0022

Simulagdo (Sham) X Prépolis Tépico 0,0022
Prépolis 100mg/kg/dia 0,0022

Prépolis 300mg/kg/dia 0,0238

Prépolis Tépico 0,0411

Cirurgia X Prépolis 100mg/kg/dia 0,0022
Prépolis 300mg/kg/dia 0,0563

Prépolis 100mg/kg/dia X Prépolis 300mg/kg/dia 0,9091

Aderéncias - escala de Evans
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Fonte: Autoria propria.

Figura 9 - Diagrama de caixa para a graduacao de aderéncias peritoneais entre 0s grupos segundo o

meétodo quantificAvel de graduagcdo macroscépica das aderéncias.

T
Controle

T T T
Sham Cirurgia Propolis Topico

Grupos

Fonte: Autoria prépria.

T T
Propolis 100mg/kg/dia Propolis 300mg/kg/dia
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5 DISCUSSAO

5.2 Modelos animais de indugédo de aderéncia peritoneal.

Existem inmeros modelos animais de inducdo de aderéncias peritoneais(’ 4 68
10-14, 17-19, 21, 22, 61, 62, 64, 66-69) n30 havendo necessidade de citar individualmente cada
modelo ja descrito na histéria da cirurgia experimental, porém cabe ressaltar que a
maioria desses modelos vao contra as orientagdes de minimizacdo de danos que iniciou-
se com os principios de Halsted e vem sendo frequentemente atualizado com a

introducao de novas orientagdes para minimizar o dano peritoneal.

Nao ha na literatura pesquisada um modelo animal considerado padrao ouro, ou
que induza a formacédo de aderéncias peritoneais em todos os animais que foram
submetidos ao modelo proposto. Para o estudo de aderéncias peritoneais em cirurgia
experimental € imprescindivel a utilizagdo de um modelo que induza a formacgéo
aderéncias peritoneais pdés-operatdrias em todos os animais operados. Caso fosse
proposta uma pesquisa para a prevencao da formacao das aderéncias, em associacdo a
um modelo animal que nédo induz aderéncias em todos os animais operados, nao seria
possivel garantir que a reducéo da intensidade ou até mesmo a auséncia das aderéncias
tenha ocorrido pelo tratamento proposto ou pela ineficacia do modelo animal adotado em
induzir aderéncias peritoneais de forma constante e estavel. Portanto o uso de um modelo
animal que possa falhar em causar aderéncias nao deveria ser aproveitado em qualquer

tipo de pesquisa com aderéncias.

Foram testados trés modelos de inducéo de aderéncia peritoneal em ratos, antes
do inicio do projeto, para avaliar se algum modelo animal se enquadraria nas
necessidades acima expostas, para que entdo fosse adotado como padrdo para a
pesquisa. Nenhum dos trés modelos obteve sucesso na inducdo de aderéncias
peritoneais ou por nao ter induzido a formagao de aderéncias (abrasao cecal associado
a cauterizagdo com sutura do peritdnio parietal contralateral) ou por ter levado ao 6bito

todos os animais operados (gastroenteroanastomose).

Este fato despertou a necessidade de desenvolver um modelo animal capaz de

induzir a formagao de aderéncias peritoneais em todos os animais ao qual foi submetido,
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de facil reproducdo e seguro para os animais, ou seja com baixa incidéncia de

complicagdes.

Para o desenvolvimento desse modelo, estudou-se algum dos modelos
disponiveis na literatura(! 4 6-8,10-14,17-19, 21, 22, 61, 62, 64, 66-69) pHorém causa estranheza que
0s modelos adotados utilizem manobras que ou n&o s&o adotadas ou sao proscritas na
pratica médico-cirurgica, como o0 uso de alcool em algas intestinais, ressec¢céo ou
escarificagao do peritdnio (parietal e/ou visceral), ou o trauma deliberado ao érgédo sem
intencdo terapéutica, além do uso de substancias que causem reacao tipo corpo
estranho. Portanto, grande parte dos modelos animais para indugdo de aderéncias
peritoneais utiliza técnicas que, se utilizadas em humanos, seriam consideradas ma
pratica médica, somando-se ao fato de que caso existam aderéncias em humanos

formados por processos similares, devem ser um parcela inexpressiva dos casos.

O novo modelo, além de precisar ser eficaz na formagdo de aderéncias
peritoneais, deveria simular situagdées similares a um procedimento cirurgico como 0s
realizados na clinica cirurgica humana e que obedecesse aos preceitos da boa técnica

operatdria.

O novo modelo animal de aderéncia peritoneal desenvolvido para este estudo
mostrou ser capaz de preencher todos os pré-requisitos citados anteriormente, ao ser
capaz de induzir a formacao de aderéncias sempre que aplicado e, além dessa qualidade
sem similar na literatura, as aderéncias formadas apresentam sempre o0 mesmo padréo,
com pouca variabilidade na extensao da aderéncia, o que permite um grau de presungao
de resultados facilitando a comparacao entre os animais desta pesquisa e possibilitando
esta analise comparativa ao ser utilizado em pesquisas futuras. Outro ponto importante
deste modelo € que preconiza-se a utilizagao da técnica asséptica, 0 manuseio delicado
e a dissecgao minimamente necessaria para a realizacdo de um procedimento gastrico
que apresenta similaridade com os realizados em humanos. Esta operagédo nunca seria
utilizada em humanos com a intencao de induzir a formacgao de aderéncias peritoneais,
mas € um procedimento que pode ser realizado no intuito de retirar um corpo estranho
da cavidade gastrica ou na ressecg¢ao de tumores da parede do estomago como os

tumores estromais gastrointestinais (GIST). O resultado final de ressecg¢do de um GIST
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seria como uma gastrotomia seguida de gastrorrafia. Por ultimo, foi um modelo animal
que causou pouca morbidade e sem mortalidade, visto que todos os animais operados
segundo este modelo evoluiram bem no pds-operatério, sem manifestar sinais de dor,

doenga ou estresse.

5.3 Métodos de avaliagcdo macroscépica das aderéncias.

Quanto aos métodos de avaliacdo macroscopica, varios sistemas foram descritos
na literatura(l 4 614, 17, 20, 62, 64, 67) gendo que todos poderiam ser considerados
semiquantitativos, ja que nao consideram o volume total de aderéncias encontrados na

cavidade peritoneal, mas somente o “pior tipo” de aderéncia encontrada.

Tomemos como exemplo a escala usada por Evans®?) que, ou foi replicada por
outros autores®4), ou utilizaram classificagbes muito similares™ 1. 2), nestes métodos de
avaliagdo macroscopica, avalia-se somente o grau de dificuldade em causar a ruptura da
aderéncia, quanto mais aderido e de dificil ruptura, maior a pontuagao, nao importando
se acometia toda a cavidade peritoneal ou somente uma area infima da cavidade
peritoneal. Outros métodos optaram por avaliar o aspecto e o numero das aderéncias,
como a escala de Nair'9, que é replicada em outras publicagbes!"- & 8 ou outros que
avaliam a aderéncia sem buscar ruptura® 124 67) havendo inclusive métodos que
mesclam diversos parametros!”> 7. 200 combinando analises macroscépicas com
microscopicas e etc., provavelmente, tentando ser o mais fiel possivel ao que se encontra

na cavidade abdominal.

Porém todos esses modelos caem no mesmo viés, independentemente da
quantidade de superficie peritoneal acometida pelo processo adesivo, o que sera
avaliado e graduado é somente o0 “mais intenso” encontrado na cavidade peritoneal e
esta sera a pontuagao atribuida ao animal. Portanto nenhuma das escalas encontradas
na literatura podem ser consideradas quantificaveis, todos esses meios de quantificagcao
macroscopica sdo semiquantitativos. Na tentativa de corrigir este problema, Coccolini®
publicou um novo modelo de quantificagao das aderéncias peritoneais, utilizando a ideia
do indice de Carcinomatose Peritoneal (PCl, sigla em inglés), associada a graduagao da
escala de Evans(® aos quadrantes no abdome. Porém, apesar de parecer uma andlise
quantificavel, sdo na verdade dez analises semiquantitativas da cavidade peritoneal, pois
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caso haja mais de uma aderéncia no mesmo quadrante, somente a mais intensa sera

graduada, além de n&o avaliar a extensao real do acometimento do 6rgao pela aderéncia.

Outro ponto importante a ser avaliado € que a adogédo de métodos que necessitem
gerar ruptura, no intuito de avaliar as aderéncias, impediria qualquer outra analise da
aderéncia que nao a analise macroscopica impedindo, por exemplo, a avaliacédo

microscopica.

Por esse motivo foi desenvolvido um novo método de avaliagdo macroscopica das
aderéncias peritoneais, quantitativo e qualitativo, para ser utilizado nessa pesquisa.
Como toda a cavidade peritoneal é avaliada quanto a extensao, a severidade e o numero
de aderéncias, onde em um mesmo quadrante varios focos de aderéncia podem ser
avaliados, classificados e somados, sem um valor maximo atribuivel a pontuacao, esse

meétodo pode ser considerado quantificavel.

Um exemplo da necessidade de um novo modelo de avaliagdo macroscépica das
aderéncia se da ao avaliar as aderéncias encontradas no Rato 5 do grupo 100 mg/kg/dia.
A aderéncia entre o figado/epiplon e a cupula diafragmatica ndo é tdo exuberante quanto
as similares, encontradas no grupo cirurgia, apresentando aspecto laminar, o que gera a
duvida se deveria ser graduado com o grau 2 ou o grau 3, segundo o método de Evans(®?
e se deveria ser graduado com o grau 3 ou o grau 4, segundo o método de Nair('9. Falta
na literatura, até o presente momento, um método definitivo e completo de avaliagéo

macroscopica das aderéncias peritoneais.

Apos os dados expostos acima, consonante com a afirmacéo de Wei*) que refere
faltarem métodos acurados de avaliacdo da severidade das aderéncias peritoneais e com
o relatado por Harris('® que expde problemas relacionados ao estudo das aderéncias
peritoneais, aos quais atribui a diversidade de modelos animais adotados em pesquisa
animal, associado a falta de um sistema objetivo de graduagdo das aderéncias
peritoneais, como os possiveis motivos responsaveis pela falta de sucesso em descobrir

como prevenir a formacao de aderéncias peritoneais.

Este estudo avaliou os resultados obtidos de trés formas, utilizando diferentes

modelos macroscopicos de classificagdo das aderéncias. Foram avaliados conforme os
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métodos, ja consagrados em literatura especifica, publicados por Nair®® e Evans®?, que
possuem um limite méximo para a graduacdo das aderéncias encontradas e possuem
pequena variabilidade nos resultados, podendo ser, respectivamente, graduados de 0 a
4 pontos e de 0 a 3 pontos. Essas limitacGes foram suficientes para impedir a correta
representacdo estatistica dos resultados encontrados, evitando que fosse atribuida
significancia estatistica ao que era notavel na avaliagdo macroscopica. O terceiro método
para avaliacdo utilizado foi o método quantificavel de graduacdo macroscopica das

aderéncias.

O método quantificavel de avaliacdo macroscépica das aderéncias, desenvolvido
para esta pesquisa permitiu um tipo de graduacdo macroscopica que até o presente
momento ndo possui paralelos. A auséncia de limite na pontuacao permite expressar em
nameros todas as alteracdes que podem ser observadas pelo avaliador. Nao somente as
aderéncias poderiam ser graduadas como outras alteragbes diversas em relacédo a
anatomia normal. A importancia desta amplitude de graduacdo esta no fato de que
mesmo que nao tenha ocorrido a formacdo da aderéncia, pois 0S processos
homeostaticos levaram a uma cicatrizacéo fisiologica, existe um dano que poderia té-la

causado e por isso, devendo portanto ser quantificado e pontuado como agravante.

Por ser ilimitado, este novo modelo de graduacdo possibilita uma grande
variabilidade nos resultados, permitindo a correta comparacgao estatistica e a atribuicdo
de resultados com significancia estatistica, consonante com os achados.

5.4 Resultados obtidos com o uso do prépolis.

A administracdo do propolis neste estudo, visava estudar seu efeito de duas
formas distintas. A primeira, de forma enteral, e a segunda, de forma topica, tracando-se
um paralelo com o uso do mel de forma intraperitoneal em modelos de aderéncias, que
apresentou bons resultados na redugdo da formacdo de aderéncias peritoneais pos-

cirirgicas(2. 15.64),

5.4.1 O prépolis topico.

O unico estudo encontrado com proposta similar, de administracéo intraperitoneal

de propolis, foi um estudo polonés de 19849, em que foi administrado extrato alcodlico
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de propolis no peritbnio. Este estudo além de considerar a aplicacdo intraperitoneal de
propolis um tratamento duvidoso, refere que foram encontrados depoésitos de substancia
negra no periténio, provavelmente depdsitos de propolis. Corroborando o achado deste
estudo, foram encontrados focos de pigmento amarelado disseminados nas cavidades
peritoneais de todos os animais do grupo prépolis tépico, provavelmente, focos de
propolis verde depositado. A diferenca na coloracdo deve ter ocorrido por ser um tipo
diferente de prépolis. Enquanto o propolis utilizado no nosso estudo é uma amostra de
propolis verde, com a origem especifica em uma espécie unica da flora, a Baccharis
dracunculifolia, o prépolis utilizado por Pardela® se tratava provavelmente do prépolis
marrom, que é obtido ao utilizar os extratos de uma flora diversificada, explicando a

diferenca na coloracao.

Apesar do resultado néo ter sido satisfatério no estudo conduzido por Pardela(®®),
foi optado por pesquisar 0 uso intraperitoneal do extrato aquoso de prépolis verde. A
razdo desta escolha foi por supor que havia algum grau de dano ao peritbnio causado
pelo &lcool do extrato alcoolico de propolis, que poderia aumentar o estimulo
adesiogénico, antagonizando o efeito benéfico que o propolis poderia, hipoteticamente,
possuir na prevencao da formacgao das aderéncias peritoneais.

Ao avaliar os resultados encontrados a necropsia dos animais do grupo propolis
tépico, encontrou-se, além dos focos de propolis ja citados, grande aumento da
guantidade e da intensidade das aderéncias peritoneais. Isto deve ter sido causado pela
presenca da parte resinosa do propolis, que néo seria absorvida, gerando reacao
inflamatoria tipo corpo estranho similar ao que acontece com o talco, aumentando o
estimulo a formacdo de aderéncias. Em comparagdo com 0 grupo cirurgia, que foi o
modelo adotado para a indugdo de aderéncias peritoneais no projeto, havia grande
aumento das aderéncias pos-operatérias encontradas, com diferenca estatisticamente
significante (p 0,0411), o que confirma a hipdtese de que a aplicacdo de propolis
intraperitoneal causa piora do processo cicatricial no peritbnio exacerbando a formacao

de aderéncias.

Outro achado marcante é o de que todos os ratos do grupo propolis tépico

apresentavam edema e escurecimento do figado, sugerindo algum tipo de toxicidade
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hepatica induzida pelo propolis administrado de forma intraperitoneal. Este achado é algo
novo na literatura ja que ndo ha relatos de toxicidade do propolis e principalmente por ter
apresentado efeito hepatoprotetor®®, A aplicacdo do propolis de forma tdpica, no
peritdbnio, pode ter apresentado algum efeito deletério pela resina ou por outro
componente, ou ter sido atingida uma dosagem tdxica do prépolis nessa dose de
300mg/kg. Outro dado que corrobora algum grau de toxicidade sofrido pelos animais
deste grupo é a ocorréncia de um 6bito sem causa aparente, apesar de 0s outros animais
do mesmo grupo terem apresentado bom ganho de peso. O motivo dessas alteracdes

nao foi esclarecido em nosso estudo e pode ser foco de pesquisas no futuro.

Independentemente de o prépolis induzir ou ndo algum grau de toxicidade quando
administrado de forma topica no peritdénio, percebeu-se um grande aumento do volume e
da extensdo das aderéncias peritoneais, induzindo um aumento perceptivel
macroscopicamente do numero de vasos neoformados. Portanto concluiu-se que, ao
contrario do uso tépico em feridas cutaneas, o propolis topico intraperitoneal é deletério
para o0 processo de cicatrizacdo, induzindo reacdo cicatricial exacerbada e,
consequentemente, desfavoravel. Esta acdo do propolis de deu, provavelmente, pela
reacao tipo corpo estranho visto que tanto neste estudo como no estudo conduzido por
Pardela®, foram encontrados depodsitos de substancia desconhecida no peritdnio,
gerando um resultado diferente do que foi encontrado ao administrar mel de forma
intraperitoneal. O mel, além de ser totalmente absorvido, foi capaz de reduzir a formacéo

de aderéncias peritoneais(2 64,

5.4.2 O prépolis enteral.

Quando avaliado o uso enteral do propolis, administrado por gavagem,
percebemos um efeito diferente do encontrado com o uso topico do propolis, sendo
notada a reducéo na intensidade das aderéncias peritoneais, apresentando resultados

similares aos obtidos com a administracdo de mel e pélen por via oral®®).

Quando comparados os grupos em que foram administradas dosagens diferentes
de propolis por gavagem, o grupo 100 mg/kg/dia apresentava menor variabilidade. No

300 mg/kg/dia, alguns animais apresentavam mais aderéncias que no grupo que recebeu
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0 prépolis na dosagem de 100 mg/kg/dia e outros animais apresentavam-se sem

nenhuma aderéncia pos-operatdria.

Todos os ratos do grupo 100 mg/kg/dia possuiam, na area de aderéncia entre o
figado e o estdmago, um padrdo de aderéncia focalizada ligando a face posterior do
figado a face anterior do estdmago, somente proximo a area de sutura, sem a aderéncia
de toda a parede gastrica anterior, sem ultrapassar a borda hepéatica e frequentemente
sendo visivel a linha de sutura da gastrorrafia, 0 que evidenciava pouquissima reacao

cicatricial do tipo formacao de aderéncia.

Como ja relatado previamente, os ratos do grupo 300 mg/kg/dia possuiam uma
maior variabilidade de resultados. Em um dos animais o padrdo das aderéncias
peritoneais era similar ao grupo cirurgia, com aderéncias extensas. Em trés animais havia
um padréo de aderéncias similar ao encontrado nos animais do grupo 100 mg/kg/dia e
em dois animais havia a auséncia de aderéncias entre o estdbmago e o figado,
evidenciando um efeito antiadesiogénico excepcional, nesses dois ratos, com uma
dosagem maior de propolis enteral. Como citado no item 4.7, o modelo animal empregado
neste experimento era capaz de induzir, sempre que aplicado, aderéncias intensas e
volumosas o que pode ser evidenciado ao avaliar os resultados obtidos com o grupo

cirurgia.

Ao analisar estatisticamente os resultados obtidos em cada um dos grupos e
avaliando conforme o método quantificavel de graduacdo macroscépica das aderéncias,
obteve-se significancia estatistica ao comparar o grupo 100 mg/kg/dia com o grupo
cirurgia (p 0,0022), o que comprova que o uso de propolis enteral nesta dosagem possui
efeito protetor contra a formacao de aderéncias peritoneais. Ao se comparar o grupo 300
mg/kg/dia com o grupo cirurgia ndo se obteve significancia estatistica, porém, como o p-
valor era limitrofe (p 0,0563), indica que a diferenca néo foi evidenciada, provavelmente,
pela existéncia do ponto fora da curva. Neste caso, o aumento do tamanho amostral
poderia trazer maior clareza para a existéncia ou ndo de diferenca significativa entre os

grupos.

Assim como no uso do proépolis topico, pode ter havido algum grau de toxicidade
induzida pelo prépolis na dosagem de 300 mg/kg/dia, primeiramente pela ocorréncia de
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um Obito sem causa aparente e também pela grande variabilidade dos achados
intraperitoneais relacionados as aderéncias, inclusive com a ocorréncia de um ponto fora
da curva. A presenca de animais com maior capacidade de utilizacdo/metabolizacdo do
prépolis poderia justificar como alguns obtiveram um efeito mais expressivo, com intensa
reducdo na formacédo de aderéncias e como outros apresentaram menor efeito na
reducdo das aderéncias peritoneais, podendo até mesmo ter ocorrido toxicidade. Estudos

futuros podem ser realizados para avaliar se foi atingida uma dosagem toxica do prépolis.

O Unico estudo encontrado em literatura que pesquisa os efeitos do propolis
enteral em modelos de aderéncia foi o publicado em 2018 por Askari et al®. Neste estudo
foi administrada diariamente as dosagens de 50, 100 e 200 mg/kg/dia e avaliados
macroscopicamente pelo método publicado por Nair®®), que também foi utilizado em
nosso estudo. Os resultados obtidos por Askari® foram similares aos obtidos em nossa
pesquisa, onde havia efeito protetor na prevencdo das aderéncias peritoneais pos-
cirdrgicas, porém com efeito dose-dependente, com maior efeito quanto maior a dose.
Os grupos que utilizaram o propolis nas dosagens de 100 e 200 mg/kg/dia apresentaram
diminuicdo estatisticamente significante das aderéncias quando comparados com o
grupo cirurgia e o grupo 50 mg/kg/dia. Porém este autor® utilizou como modelo animal a
abrasédo cecal, que possui o risco de nao induzir a formacéo de aderéncias peritoneais
em todos 0s casos, ou poderia induzir a formacao de aderéncias pouco expressivas. Além
disso, foi utilizado para a analise macroscopica, 0 método descrito por Nairll®, que possui
variabilidade pequena entre as graduacdes maximas e minimas e pode ndo ser capaz de

expressar em graduacdo toda a gama de resultados macroscopicos encontrados.

Como nao ha outros estudos para comparacéao, foi comparado o resultado desta
pesquisa com outros estudos na literatura, que utilizam compostos de origem natural ou
nutracéuticos. Wei et al.® utilizou dosagens variadas de resveratrol de forma endovenosa
para analisar o impacto deste tratamento na formagédo de aderéncias em modelo de
abrasédo cecal associado a abrasao do peritdnio parietal acima do ceco e avaliando pelo
método de Nair®®. Dosagens médias e altas de resveratrol foram capazes de reduzir a
formacdo de aderéncias. Celepli et al.!® avaliou a aplicacdo diaria por sonda

nasogastrica de mel, pélen ou mel + pélen em modelo animal de abraséo cecal associado
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com resseccdo de secéo do peritonio parietal sobre o ceco, com todos os trés grupos
obtendo reducgéo estatisticamente significante das aderéncias em relacdo ao grupo
cirurgia. O uso do mel intraperitoneal foi avaliado por Emre®? em modelo de abrasédo
cecal, apresentando reducéo estatisticamente significante na formacao das aderéncias.
Aysan®4 também avaliou o uso de mel intraperitoneal em modelo animal de escarificacéo
de ileo terminal associado a isquemia do seguimento escarificado com oclusao arterial
transitéria e avaliados conforme o método de Evans(®2, evidenciando relevancia
estatistica na reducdo da formacdo de aderéncias. Lima®® avaliou o impacto da
administrac@o oral de propolis verde na formacdo de aderéncias peritoneais com a
implantacéo peritoneal de um disco de esponja inabsorvivel. Este estudo comprovou a
eficacia do propolis verde em reduzir a angiogénese, a deposicdo de colageno e a
formacdao de tecido fibrovascular dentro da esponja, sugerindo que substancias naturais
com atividade anti-inflamatéria e antioxidante tém a capacidade de impactar
positivamente com efeito benéfico na modulacdo do processo cicatricial do peritdnio.

Tanto o modelo animal desenvolvido para inducdo de aderéncias peritoneais,
quanto o método quantificavel de avaliagdo e graduacdo dos achados macroscépicos
das aderéncias peritoneais apresentaram-se como parte essencial para o
desenvolvimento e a andlise dos resultados desta pesquisa, existindo portanto a

possibilidade de serem utilizados em futuras pesquisas com aderéncias peritoneais.

Ao se pesquisar sobre a prevencdo da formacdo de aderéncias peritoneais pos-
cirdrgicas, se persegue a total auséncia de aderéncias em pacientes submetidos as
cirurgias abdominais. A completa inibicdo da formacdo de aderéncias peritoneais é
antifisiolégica e potencialmente perigosa, visto que a capacidade de produzir aderéncias
peritoneais frente a uma leséo peritoneal pode ter permitido a sobrevivéncia de alguns
animais mais adaptados e, portanto, a selecdo natural das espécies. Os que eram
capazes de formar aderéncias tinham maiores chances de sobreviver a traumas que
acometessem a cavidade peritoneal, assim como resistir a injurias inflamatorias ou
infecciosas, ja que as aderéncias impediriam a disseminacao do agente agressor por toda

a cavidade peritoneal. Por isso a busca por substéncias que modulem, ao invés das que



91

anulem, o processo de formacédo das aderéncias peritoneais, pode ser a chave para

reduzir a morbimortalidade causada por essa doenca.
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6 CONCLUSAO

A grande quantidade de modelos animais criados para induzir a formacgéo de
aderéncias peritoneais acaba por impedir a homogeneizacdo das pesquisas, associado
ao fato de alguns modelos serem pouco eficientes na formacdo de aderéncias, ou
induzindo-as através de traumas exagerados, danos ou procedimentos que nunca seriam
utilizados na pratica e que se adotados na clinica cirdrgica, seriam considerados ma
pratica médica. O modelo animal de aderéncia peritoneal desenvolvido para este estudo
€ baseado em um procedimento cirargico adotado em humanos, utiliza os preceitos de
minimizacdo de danos e € capaz de induzir aderéncia em todos os animais submetidos
ao modelo, causando pouca ou nenhuma morbidade / mortalidade ao animal, podendo

ser amplamente replicado.

O método quantificavel de graduacao macroscopica das aderéncias mostrou ser
mais eficaz em atribuir uma graduacao condizente com as alteracdes encontradas no
peritbnio do que os outros métodos macroscépicos descritos na literatura pesquisada.
Esse método permitiu que as alteracbes encontradas fossem quantificadas e
comparadas obtendo a diferenca estatisticamente significante que correspondia aos

achados macroscopicos.

O uso do prépolis enteral na dosagem de 300 mg/kg/dia, embora tenha causado
algum grau de reducéo das aderéncias, ndo alcancou significancia estatistica. O uso do
propolis topico, na forma intraperitoneal (300 mg/kg/dia), foi deletério, causando aumento
da quantidade das aderéncias e alterac6es macroscopicas no figado, comprovadas com
significAncia estatistica. Essas alterac6es podem ter sido ocasionadas por algum grau de
toxicidade do propolis, causado por sua dosagem ou pela forma de aplicacdo adotada.
Como néo ha paralelo na literatura apontando para possiveis efeitos toxicos do propolis,
Sao necessarios novos estudos para elucidagéo destes achados. O prépolis administrado
de forma enteral na dosagem de 100 mg/kg/dia foi eficaz na reducao da formacédo das
aderéncias peritoneais pos cirdrgicas, com resultados significantes, abrindo caminho
para novas pesquisas com esta substancia na prevencao de aderéncias peritoneais pos-
cirdrgicas, permitindo inclusive a idealizacdo de pesquisas em humanos, visto sua

milenar aplicabilidade e seguranca.
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APENDICES

APENDICE A - RELATORIO DE CALCULOS DO RESULTADO
1 Grupo Controle

Os seis animais do grupo controle ndo manifestaram nenhum sinal de doenca e
nao foram encontradas aderéncias peritoneais a necropsia (figura 10). Todos os animais
do grupo pontuaram com O pontos em todas as 3 escalas de graduacdo avaliadas
(tabelas 4, 6 e 8) do texto.

Figura 10 - Ratos do grupo controle, aspecto anatdmico normal, sem aderéncias.
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2 Grupo Simulac¢ao (Sham)

Os seis animais do grupo simulacdo (sham) evoluiram clinicamente bem até o 14°
dia de pos-operatério, quando foi realizada a eutanasia. Durante a necropsia trés animais

apresentavam aderéncias peritoneais e trés animais apresentavam-se sem aderéncias.

2.1 Grupo Simulagéo (Sham) - Rato 01

O rato 01 (figura 11) deste grupo ndo apresentava aderéncias peritoneais, por isso
foi graduado com zero pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair('9
(tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta
pesquisa, este animal pontuava com 11 pontos explicados a seguir e o resultado inserido
na tabela 8 do texto:

Parede: N&ao apresentava aderéncias porém haviam alteracdes
morfolégicas nos quadrantes 2°, 5’ e 8', que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto

da estrutura, 2) neovascularizagéo e 3) corpo estranho.
2:TAxIA=0/AG=3

5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: N&o apresentava aderéncias porém haviam alteracfes

morfolégicas nos quadrantes 2 e 3, que apresentavam neovascularizacao.

22.TAXIA=0/AG=1
3:TAXIA=0/AG=1
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Figura 11 - Rato 1 do grupo simulacao (sham), sem aderéncias, porém com altera¢cdes decorrentes da
manipulagao cirdrgica prévia.

1

/

Fonte: Autoria prépria.
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2.2 Grupo Simulagéo (Sham) - Rato 02

O rato 02 (figura 12) deste grupo néo apresentava aderéncias peritoneais, por isso
foi graduado com zero pontos tanto na escala de Evans®2 guanto na escala de Nair('0
(tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta
pesquisa, este animal pontuava com 10 pontos explicados a seguir e o resultado inserido

na tabela 8 do texto:

Parede: N&o apresentava aderéncias porém haviam alteracdes
morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8', que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto

da estrutura, 2) neovascularizagdo e 3) corpo estranho.

2:TAxIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Nao apresentava aderéncias porém havia alteracdo morfologica

no quadrante 3, que apresentava neovascularizacao.

3:TAXIA=0/AG=1



Figura 12
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: Rato 2 do grupo simulacao (sham), sem aderéncias, porém com altera¢cdes decorrentes da
manipulagao cirdrgica prévia.

A
Fonte: Autoria prépria.
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2.3 Grupo Simulagéo (Sham) - Rato 03

O rato 03 (figura 13) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
epiplon e a parede abdominal, em cicatriz mediana e entre a gordura epididimal e a
parede abdominal em cicatriz mediana, sendo graduado com 02 (dois) pontos tanto na
escala de Evans(®? quanto na escala de Nair'® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando
avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 19

pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal e a gordura
epididimal no quadrante 5’, agravada com neovascularizagéo, corpo estranho e
mudanc¢a no aspecto da estrutura e de aderéncia entre a parede abdominal e o
epiplon no quadrante 8, agravada com neovascularizacéo, corpo estranho e
mudanca no aspecto da estrutura, associado as alteragdes nos quadrantes 2’, 5’
e 8, que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto da estrutura, 2)

neovascularizacao e 3) corpo estranho.

2" TAxIA=0/AG=3
5:TAXxIA=2x1+3/AG=3
8: TAXxIA=2x1+3/AG=3

Abdome: Sem alteracdes.
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Figura 13: Rato 3 do grupo simulacéo (sham), com aderéncias entre o epiplon e a parede abdominal em
cicatriz mediana e entre a gordura epididimal e a parede abdominal em cicatriz mediana.
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2.4 Grupo Simulagéo (Sham) - Rato 04

O rato 04 (figura 14) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre a
gordura epididimal e a parede abdominal em cicatriz mediana e do figado a parede
abdominal, através de banda de aderéncia em formato laminar, sem unido direita do
orgao a parede, aderindo a cicatriz mediana, sendo graduado com 02 (dois) pontos tanto
na escala de Evans®? quanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando
avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 22

pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal e a gordura
epididimal no quadrante 5’, de formato laminar, agravada com corpo estranho e
mudanca no aspecto da estrutura e de aderéncia entre a parede abdominal e o
figado no quadrante 8, através de banda de aderéncia em formato laminar, sem
unido direita do 6rgéo a parede, agravada com neovascularizacdo, corpo estranho
e mudanca no aspecto da estrutura, associado as alteragdes nos quadrantes 2, &’
e 8, que apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2)

neovascularizacao e 3) corpo estranho.

22 TAxIA=0/AG=3
5 TAxIA=2x2+2/AG=3
8: TAxIA=2x2+3/AG=3

Abdome: N&o apresentava aderéncias porém haviam alteraces

morfolégicas no quadrante 2, que apresentava neovascularizagcao

2.TAXIA=0/AG=1
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Figura 14: Rato 4 do grupo simulagao (sham), com aderéncias entre a gordura epididimal e a parede
abdominal em cicatriz mediana e entre o figado e a parede abdominal, em cicatriz mediana, por banda
laminar de aderéncia sem adesao direita do 6érgao a parede.

Fonte: Autoria prépria.
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2.5 Grupo Simulacéo (Sham) - Rato 05

O rato 05 (figura 15) deste grupo apresentava aderéncia peritoneal entre a gordura
epididimal e a parede abdominal em cicatriz mediana, sendo graduado com 2 (dois)
pontos na escala de Evans®? e com 01 (um) ponto na escala de Nair("® (tabelas 4 e 6
do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este
animal pontuava com 14 pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do

texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal e a gordura
epididimal no quadrante 8, de formato puntiforme, agravada com corpo estranho
e mudanca no aspecto da estrutura, associado as alteragdes nos quadrantes 2, &’
e 8, que apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2)

neovascularizacao e 3) corpo estranho.

22" TAxIA=0/AG=3
5: TAxXIA=0/AG=3
8: TAxIA=2x1+3/AG=3

Abdome: Sem alteracdes.



108

Figura 15: Rato 5 do grupo simulag&o (sham), com aderéncia entre a gordura epididimal e a parede
abdominal em cicatriz mediana.
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2.6 Grupo Simulacgéo (Sham) - Rato 06

O rato 06 (figura 16) deste grupo néo apresentava aderéncias peritoneais, por isso
foi graduado com zero pontos tanto na escala de Evans®2 guanto na escala de Nair('0
(tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta
pesquisa, este animal pontuava com 8 pontos explicados a seguir e o resultado inserido

na tabela 8 do texto:

Parede: N&o apresentava aderéncias porém haviam alteracdes
morfolégicas nos quadrantes 2’ e 5’ que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto
da estrutura, 2) neovascularizagdo e 3) corpo estranho e no quadrante 8, que

apresentava: 1) alteragéo no aspecto da estrutura e 2) corpo estranho.

2 TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=2

Abdome: Sem alteracdes.
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Figura 16: Rato 6 do grupo simulagdo (sham), sem aderéncias, porém com alteragdes decorrentes da
manipulagao cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria propria.
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3 Grupo Cirurgia

Os seis animais do grupo cirurgia (gastrotomia seguida de gastrorrafia) evoluiram
clinicamente bem até o 14° dia de pds-operatério, quando foi realizada a eutanasia.
Durante a necropsia todos os animais apresentavam aderéncias firmes entre o estbmago,

o figado e o epiplon.

3.1 Grupo Cirurgia - Rato 01

O rato 01 (figura 17) deste grupo nado apresentava aderéncias peritoneais
acometendo a parede abdominal, porém no abdome haviam aderéncias firmes entre o
estbmago, o figado e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? qguanto na escala de Nair("0 (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 48 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Nao apresentava aderéncias porém haviam alteracbes
morfolégicas nos quadrantes 2’ que apresentava 1) alteracdo no aspecto da
estrutura e 2) corpo estranho, 4’ que apresentava alteracdo no aspecto da
estrutura e nos quadrantes 5’ e 8, que apresentavam: 1) alteragéo no aspecto da

estrutura, 2) neovascularizacao e 3) corpo estranho.

2:TAXIA=0/AG=2
4: TAXxIA=0/AG=1
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=0/AG=3

Abdome: No quadrante 1, presenca de aderéncia entre o epiplon e a borda
a direita do lobo hepatico, que acometia menos da metade da superficie do figado
neste quadrante, agravada com neovascularizagao. Nos quadrantes 2 e 3, haviam
aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon agravados com mudanga no
aspecto da estrutura e corpo estranho, associado as alteracbes morfologicas
nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da estrutura e corpo

estranho.
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1. TAxXIA=2x3+1/AG=0
2.TAXIA=3x4+2/AG=2
3 TAXIA=3x4+2/AG=2

Figura 17: Rato 1 do grupo cirurgia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon.
Aderéncia entre o epiplon e o figado fora da area de sutura géstrica, associado as altera¢ces decorrentes
da manipulacao cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria propria.
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3.2 Grupo Cirurgia - Rato 02

O rato 02 (figura 18) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais acometendo
a parede abdominal em quadrante superior esquerdo, associadas a aderéncias firmes
entre o estdbmago, o figado e o epiplon, sendo graduado com trés pontos na escala de
Evans®? e quatro pontos na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando
avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 55

pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal, em quadrante
superior esquerdo, e o aglomerado que englobava o figado, o estdtmago e o
epiplon, de aspecto laminar, agravado com neovasculariza¢do, associadas a
alteracdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8’, que apresentavam: 1) alteracao

no aspecto da estrutura e 2) corpo estranho.

22TAxIA=0/AG=2
5 TAXIA=0/AG=2
8: TAXIA=0/AG=2
9:TAXxIA=4x2+1/AG=0

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon,
no quadrante 2 que ultrapassava metade da superficie do 6rgdo, agravada com
neovascularizacao e alteracdo no aspecto da estrutura e em quadrante 3 que
ultrapassava a superficie do figado, acometendo a parede abdominal, agravada
com neovascularizacdo e alteracdo no aspecto da estrutura, associadas a
alteracdes morfolégicas nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da

estrutura e neovascularizagao.

22TAXIA=3x4+2/AG=2
3:TAXIA=4x5+2/AG=2
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Figura 18: Rato 2 do grupo cirurgia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estdmago e o epiplon.
Aderéncia entre a parede abdominal e aglomerado de estruturas acometendo o figado, o estbmago e o
epiplon, em quadrante superior esquerdo, associado as alteracdes decorrentes da manipulagédo cirargica
prévia.
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Fonte: Autoria prépria.
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3.3 Grupo Cirurgia - Rato 03

O rato 03 (figura 19) deste grupo apresentava volumosa hérnia incisional
totalmente recoberta com aderéncia de gordura epididimal, que apresentava perda de
domicilio localizando-se exclusivamente em regido herniaria, associadas a aderéncias
peritoneais acometendo a parede abdominal em cicatriz mediana e de aderéncias firmes
entre o estbmago, o figado e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala
de Evans®?) quanto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 74 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de volumosa hérnia incisional que foi totalmente
recoberta com a gordura epididimal, que apresentava perda de domicilio
localizando-se exclusivamente em regido herniaria, aderéncia entre a parede
abdominal e a gordura epididimal, de aspecto puntiforme, agravado com
neovascularizacao, alteracédo no aspecto da estrutura e corpo estranho associadas
a alterac6es morfologicas nos quadrantes 2’, que apresentava: 1) alteragdo no
aspecto da estrutura e 2) corpo estranho e quadrantes 5’ e 8, que apresentavam:

1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2) neovascularizagao e 3) corpo estranho.

22TAxIA=2x3+2/AG=2
5 TAXIA=2x3+3/AG=3
8: TAxIA=2x1+3/AG=3

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e
a gordura epididimal, no quadrante 2 que ultrapassava metade da superficie do
orgao, agravada com neovascularizacéo e alteracao no aspecto da estrutura e em
guadrante 3 que ultrapassava a superficie do figado, agravada com
neovascularizacao e alteragcdo no aspecto da estrutura, associadas a alteracdes
morfolégicas nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da estrutura

e neovascularizagao.

22TAXIA=4x4+2/AG=2
3:TAXIA=4x5+2/AG=2
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Figura 19: Rato 3 do grupo cirurgia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago, o epiplon e
a gordura epididimal. Aderéncia entre a parede abdominal e a gordura epididimal, tanto na cicatriz
mediana como em toda extensédo da hérnia incisional, associado as altera¢des decorrentes da
manipulagao cirdrgica prévia.

\
Fonte: Autoria prépria.



117

3.4 Grupo Cirurgia - Rato 04

O rato 04 deste grupo ndo possui imagens por danos irreversiveis aos arquivos de
imagem, porém todas as alteragcbes foram anotadas e classificadas. Apresentava
aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal em quadrante superior
esquerdo, associadas a aderéncias firmes entre o estdbmago, o figado, o epiplon e a
gordura epididimal, sendo graduado com trés pontos na escala de Evans(®? e quatro
pontos na escala de Nair('% (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a
tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 67 pontos explicados a

seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal no quadrante
superior esquerdo e o0 aglomerado que englobava o figado, o estbmago, o epiplon
e a gordura epididimal, com fusdo deste aglomerado a parede abdominal em mais
da metade do quadrante, agravado com neovascularizagdo e mudanga no aspecto
da estrutura, associadas a alteragbes morfolégicas nos quadrantes 2’, que
apresentava: 1) alteracdo no aspecto da estrutura e 2) corpo estranho e
quadrantes 5’ e 8’, que apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2)

neovascularizacao e 3) corpo estranho.

22 TAxIA=0/AG=2
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3
9:TAXxIA=4x4+2/AG=0

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon,
no quadrante 2 que ultrapassava metade da superficie do 6rgao, agravada com
neovascularizacao e alteracdo no aspecto da estrutura e presenca de aderéncias
entre o figado, o estdbmago, o epiplon e a gordura epididimal, em quadrante 3 que
ultrapassava a superficie do figado, agravada com neovascularizacao e alteracdo
no aspecto da estrutura (alteracdo sugestiva de abscesso hepatico), associadas a
alteracdes morfolégicas nestes quadrantes apresentando mudancga no aspecto da

estrutura e neovascularizacéo.
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22.TAXIA=3x4+2/AG=3
3 TAXIA=4x5+2/AG =2
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3.5 Grupo Cirurgia - Rato 05

O rato 05 deste grupo ndo possui imagens por danos irreversiveis aos arquivos de
imagem, porém todas as alteragcbes foram anotadas e classificadas. Apresentava
aderéncias peritoneais acometendo a parede abdominal e o epiplon, em cicatriz mediana,
associadas a aderéncias firmes entre o estbmago, o figado e o epiplon, sendo graduado
com trés pontos tanto na escala de Evans®? quanto na escala de Nair('% (tabelas 4 e 6
do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este
animal pontuava com 48 pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do

texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a cicatriz mediana e o epiplon,
agravada com corpo estranho, neovascularizacdo e mudanca no aspecto da
estrutura, associadas a alteragdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que
apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2) neovascularizacdo e 3)
corpo estranho.

2:TAxIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=2x2+3/AG=3

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon,
qgue ultrapassava metade da superficie do o6Orgdo, agravada com
neovascularizacao e alteracdo no aspecto da estrutura, associadas a alteracdes
morfolégicas nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da estrutura

e neovascularizacao.

22TAXIA=3x4+2/AG=2
3:TAXIA=3x4+2/AG=2
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3.6 Grupo Cirurgia - Rato 06

O rato 06 (figura 20) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais acometendo
a parede abdominal em quadrante superior esquerdo, associadas a aderéncias firmes
entre o estbmago, o figado, o epiplon e a gordura epididimal, sendo graduado com trés
pontos na escala de Evans(®? e quatro pontos na escala de Nair'9) (tabelas 4 e 6 do
texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal
pontuava com 62 pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de aderéncia entre a parede abdominal, em quadrante
superior esquerdo e o diafragma, e o aglomerado que englobava o figado, o
estébmago, o epiplon e a gordura epididimal, com fusdo deste aglomerado a parede
em menos da metade do quadrante, agravado com neovascularizacao e mudanca
no aspecto da estrutura, associadas a alteragdes morfoldgicas nos quadrantes 2’,
5 e 8, que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto da estrutura, 2)

neovascularizacao e 3) corpo estranho.

2:TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=0/AG=3
12 TAXIA=4x3+2/AG=0

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon,
no quadrante 2 em menos da metade da superficie do 6rgdo, agravada com corpo
estranho, neovascularizagédo e alteragdo no aspecto da estrutura e presenca de
aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e a gordura epididimal, em
guadrante 3 que ultrapassava a superficie do figado, agravada com
neovascularizacao e alteragcdo no aspecto da estrutura, associadas a alteracdes
morfolégicas nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da estrutura

e neovascularizacéo, associado a corpo estranho em segmento 2.

2.TAXIA=3x3+3/AG=3
3 TAXIA=4x5+2/AG =2
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Figura 20: Rato 3 do grupo cirurgia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago, o epiplon e
a gordura epididimal. Aderéncia entre a parede abdominal e a gordura epididimal, tanto na cicatriz
mediana como em toda extensédo da hérnia incisional, associado as altera¢des decorrentes da

manipulagao cirdrgica prévia.

A
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4 Grupo Prépolis Tépico

Foram utilizados sete animais no total pois 0 sexto animal operado foi a 6bito no
pés operatorio, sem causa definida, sendo substituido por um novo animal similar aos
outros utilizados nesta pesquisa. Os seis animais avaliados no grupo propolis topico
(gastrotomia seguida de gastrorrafia + propolis intraperitoneal em dose Unica de 300
mg/kg/dia) evoluiram clinicamente bem até o 14° dia de pds-operatério, quando foi
realizada a eutanasia. Durante a necropsia todos os animais apresentavam aderéncias
exacerbadas, ultrapassando os limites do figado, unindo firmemente o estémago, o
figado e o epiplon e, em alguns animais, a aderéncia acometia também o rim, associadas
a presenca de multiplos depdsitos amarelados em peritdnio parietal e visceral tratando-
se, provavelmente, de depdsitos de prépolis.

4.1 Grupo Prépolis Topico - Rato 01

O rato 01 (figura 21) deste grupo apresentava intensas aderéncias peritoneais
acometendo a parede abdominal de quadrante superior esquerdo e aglomerado
contendo o figado, o estbmago, o epiplon e o baco, associadas a outra aderéncia laminar
entre o diafragma e o figado. Presenca ainda de aderéncias intensas entre o figado, o
estbmago, o epiplon e o baco, além de focos de substancia amarelada em varias areas
do periténio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala de Evans(®?
e quatro pontos na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 88 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de extensa aderéncia entre a parede abdominal de
guadrante superior esquerdo, no diafragma, e o aglomerado que englobava o
figado, o estbmago, o epiplon e o0 bago, com fusdo deste aglomerado a parede em
mais da metade do quadrante 12’, agravado com neovascularizagdao, corpo
estranho e mudanca no aspecto da estrutura. Presenca ainda de aderéncia
laminar entre o diafragma e o figado, em quadrante 11’, com neovascularizagao,
focos de corpo estranho e alteragdo no aspecto do figado. Soma-se a isso

alteragdes morfolégicas nos quadrantes 2°, 5’ e 8, que apresentavam: 1) alteracao
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no aspecto da estrutura, 2) neovascularizacdo e 3) corpo estranho (focos de
substancias amareladas).

22 TAxIA=0/AG=3
5:TAxIA=0/AG=2
8: TAxIA=0/AG=3
9" TAXIA=0/AG=2
11" TAXIA=2x2+3/AG=2
12 TAXxIA=4x4+3/AG=0

Abdome: Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon,
no quadrante 2, que ultrapassava a extensdo do figado, agravada com corpo
estranho, neovascularizacéo e alteracdo no aspecto da estrutura. Em quadrante
3, presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e o baco, que
ultrapassava a superficie do figado, agravada com neovascularizacéo, focos de
substancia amarelada e alteracdo no aspecto da estrutura, associadas a
alterac6es morfologicas nestes quadrantes apresentando mudancga no aspecto da
estrutura (figado de aspecto violaceo e edemaciado), neovascularizacéo e corpo

estranho (focos de substancia amarelada, provavelmente prépolis).

L:TAXIA=0/AG=2
22.TAXIA=3x5+3/AG=3
3:TAXIA=4x5+3/AG=3
5:TAXIA=0/AG=1



124

Figura 21: Rato 1 do grupo prépolis topico, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estdmago, o
epiplon e o baco. Aderéncia entre a parede abdominal e o aglomerado de estruturas acometendo o
figado, o estdmago, o epiplon e o bago, em quadrante superior esquerdo, havia aderéncia entre o figado
e o diafragma (néo visualizada nesta imagem). Focos de substancia amarelada em areas do periténio
parietal e viscera[,’associado as alterac6es decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

Pl on. e
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4.2 Grupo Prépolis Topico - Rato 02

O rato 02 (figura 22) deste grupo apresentava intensas aderéncias peritoneais
acometendo a parede abdominal de quadrante superior esquerdo, no diafragma, e o
aglomerado contendo o figado, o estbmago, o epiplon, o baco, uma al¢ca de delgado e o
rim. Além destas aderéncias encontrou-se aderéncia entre a gordura epididimal e dois
pontos da parede abdominal (fora da &rea da cicatriz mediana). Presenca ainda de
aderéncias intensas entre o figado, o estbmago, o epiplon, uma al¢a de delgado, o rim e
0 baco, associadas a outra aderéncia entre o delgado, o epiplon e a gordura epididimal,
com focos de substancia amarelada em varias areas do peritbnio parietal e visceral,
sendo graduado com trés pontos na escala de Evans®? e quatro pontos na escala de
Nair('9 (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta
pesquisa, este animal pontuava com 104 pontos explicados a seguir e o resultado

inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de extensa aderéncia entre a parede abdominal
(predominantemente diafragma) em quadrante superior esquerdo e o aglomerado
gue englobava o figado, o estdbmago, o epiplon, o baco e uma alca de delgado,
estendendo-se por mais da metade do quadrante, agravado com
neovascularizacao, corpo estranho e mudanga no aspecto da estrutura. Presenca
ainda de aderéncia laminar em dois pontos da parede abdominal, fora da area da
cicatriz mediana, entre a gordura epididimal e a parede abdominal, agravada por
focos de corpo estranho. Soma-se a isso alteracdes morfolégicas nos quadrantes
2, 7’ e 9’ que apresentavam focos de corpo estranho (substancia amarelada), 5’ e
8’, que apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2) neovascularizagao

e 3) corpo estranho (fios de sutura e focos de substancias amareladas).

2:TAXIA=0/AG=3
5: TAXxIA=0/AG=2
8: TAXxIA=2x2+3/AG=3
12: TAXIA=4x4+3/AG=2
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Abdome: Pequeno foco de aderéncia em quadrante 1, pontual, entre o
epiplon e o figado, agravado com neovascularizacao e alteracdo no aspecto do
figado. Presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon, no
guadrante 2 que ultrapassava a extensao do figado, agravada com corpo estranho,
neovascularizacao e alteracdo no aspecto da estrutura. Em quadrante 3, presenca
de aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon, o baco e uma alca de
delgado, que  ultrapassava a superficie do figado, agravada com
neovascularizacao, focos de substancia amarelada e alteracdo no aspecto da
estrutura (figado violadceo e edemaciado), associadas a alterac6es morfoldgicas
nestes quadrantes apresentando mudanca no aspecto da estrutura (figado de
aspecto violaceo e edemaciado), neovascularizacdo e corpo estranho (focos de
substancia amarelada, provavelmente propolis). No quadrante 5 presenca de
aderéncia laminar entre uma alca de delgado e o epiplon & gordura epididimal,
associado a foco de corpo estranho e neovascularizacdo. No quadrante 6
presenca de aderéncia laminar entre o figado e o rim esquerdo, agravado com
neovascularizacao e focos de substancia amarelada, além de focos de substancia

amarelada em outras areas deste quadrante.

LTAXIA=2x1+2/AG=2
2:.TAXIA=3x4+3/AG=3
3:TAXIA=4x5+3/AG=3
5:TAXIA=3x2+2/AG=1
6: TAXIA=2x2+2/AG=1
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Figura 22: Rato 2 do grupo prdépolis toépico, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estdmago, o
epiplon, uma al¢a de delgado e o bago, com esse aglomerado aderindo a parede abdominal em
guadrante superior esquerdo. Aderéncia entre a parede abdominal e a gordura epididimal e da gordura
epididimal ao epiplon e alca de delgado, associado a focos de substancia amarelada em areas do

peritbnio parietal e visceral, associado as altera¢Bes decorrentes da manipulagao cirdrgica prévia.
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Fonte: Autoria prépria.
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4.3 Grupo Proépolis Topico - Rato 03

O rato 03 (figura 23) deste grupo ndo apresentava aderéncias acometendo a
parede abdominal. Presenca de aglomerado contendo o figado, o estdbmago, o epiplon,
0 baco e o rim. Além destas aderéncias encontrou-se aderéncia entre o duodeno e o
figado e entre uma alca de delgado e o figado. Focos de substancia amarelada em varias
areas do peritdnio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala tanto
de Evans®®?) quanto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 84 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias acometendo a parede abdominal, os
quadrantes 2’, 5 e 8 apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2)
neovascularizacdo e 3) corpo estranho (fios de sutura e focos de substancias

amareladas).

22 TAxIA=0/AG=3
5: TAxXIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Foco de aderéncia em quadrante 1, pontual, entre o figado e uma
alca de delgado, agravada pela alteracdo no aspecto do figado. Presenca de
aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e o duodeno, no quadrante 2 que
ultrapassava metade da extensdo do figado, agravada com corpo estranho,
neovascularizacao e alteracdo no aspecto da estrutura. Em quadrante 3, presenca
de aderéncias entre o figado, o estdbmago, o epiplon e o baco, que ultrapassava a
superficie do figado, agravada com neovascularizacdo, focos de substancia
amarelada e alteracdo no aspecto da estrutura (figado violadceo e edemaciado),
associadas a alteragdes morfologicas nestes quadrantes apresentando mudanca
no aspecto da estrutura (figado de aspecto violaceo e edemaciado),
neovascularizacdo (ausente no quadrante 1) e corpo estranho (focos de
substancia amarelada, provavelmente prépolis). No quadrante 5 e 8 presenca de

foco de corpo estranho. No quadrante 6 presenca de aderéncia entre o figado, o
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epiplon, o bacgo e o rim esquerdo, agravado com neovascularizagdo e mudancga no
aspecto da estrutura, além de neovascularizagdo e mudanca no aspecto da
estrutura (figado de aspecto violaceo e edemaciado) em outras areas deste

guadrante.

L.TAXIA=2x1+1/AG=2
2.TAXIA=4x4+3/AG=3
3:TAXIA=4x5+3/AG=3
5:TAXIA=0/AG=1
6: TAXIA=4x4+2/AG=2
8: TAXIA=0/AG=1
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Figura 23: Rato 3 do grupo prépolis topico, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estdmago, o
duodeno, o epiplon e o baco. Auséncia de aderéncia acometendo a parede abdominal. Focos de
substancia amarelada em areas do peritdnio parietal e visceral, associado as altera¢gdes decorrentes da
manipulago cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria prépria.
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4.4 Grupo Propolis Topico - Rato 04

O rato 04 (figura 24) deste grupo ndo apresentava aderéncias acometendo a
parede abdominal, presenca de aglomerado contendo o figado, o estémago, o epiplon, 0
baco e a fascia de Gerota. Além destas aderéncias encontrou-se aderéncia entre as
gorduras epididimais. Focos de substancia amarelada em varias areas do peritbnio
parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na escala tanto de Evans®2) quanto
na escala de Nair' (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela
quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 79 pontos explicados a seguir e

o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias acometendo a parede abdominal, os
quadrantes 2’, 5’ e 8’, que apresentavam: 1) alteracdo no aspecto da estrutura, 2)
neovascularizacdo e 3) corpo estranho (fios de sutura e focos de substancias
amareladas). Nos quadrantes 10’ e 12’, foram encontrados focos de substéncia

amarelada e no quadrante 11’ focos de neovascularizagao.

2:TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=0/AG=3
10: TAXIA=0/AG =1
11 TAXIA=0/AG =1
12: TAXxIA=0/AG =1

Abdome: Em quadrante 2 presenca de aderéncias entre o figado, o
estdbmago e o epiplon que ultrapassava metade de extenséo do figado, agravada
com corpo estranho, neovascularizagao e alteracdo no aspecto da estrutura, em
guadrante 3, presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e o
baco, que ultrapassava a superficie do figado, agravada com neovascularizacao,
focos de substancia amarelada e alteracdo no aspecto da estrutura (figado
violaceo e edemaciado). Presenca de alteracbes morfolégicas em quadrantes 1, 2
e 3 apresentando mudanca no aspecto da estrutura (figado de aspecto violaceo e

edemaciado), neovascularizagdo (ausente no quadrante 1) e corpo estranho
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(focos de substancia amarelada, provavelmente propolis). No quadrante 5,
presenca de aderéncias entre as gorduras epididimais, agravada com alteracao
no aspecto (provavel granuloma), foco de corpo estranho (focos de substancia
amarelada) e neovascularizacdo, associadas a focos amarelados fora da area de
aderéncia. No quadrante 6 presenca de aderéncia entre o estbmago, o epiplon, o
baco e a fascia de Gerota, sendo esta de forma laminar, agravado com
neovascularizacao e focos de substancia amarelada, além de neovascularizacao

e focos de substancia amarelada em outras areas deste quadrante.

1. TAXIA=0/AG=2
2:.TAXIA=3x4+3/AG=3
3:TAXIA=4x5+3/AG=3
5:TAXIA=2x2+3/AG=1
6: TAXIA=4x2+2/AG =2
8: TAXIA=0/AG=1
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Figura 24: Rato 4 do grupo prépolis topico, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estdmago, o
epiplon, o baco e a fascia de Gerota, associado a aderéncias entre as gorduras epididimais. Auséncia de
aderéncia acometendo a parede abdominal. Focos de substancia amarelada em areas do periténio

parietal e visceral, associado as altera¢des decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

S
.

Fonte: Autoria propria.
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4.5 Grupo Proépolis Topico - Rato 05

O rato 05 (figura 25) deste grupo apresentava dois focos de aderéncia acometendo
a parede abdominal, o primeiro ligava, no quadrante 11’, o apéndice xiféide e o diafragma
ao figado e o epiplon, o segundo foco acometendo a parede e o diafragma em quadrante
superior esquerdo em aglomerado contendo o figado, o estbmago, o epiplon, o baco e a
fascia de Gerota a esquerda. Foram encontrados também focos de substancia amarelada
em Varias areas do peritdnio parietal e visceral, sendo graduado com trés pontos na
escala de Evans®?) e quatro pontos na escala de Nair('?) (tabelas 4 e 6 do texto), mas
guando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava

com 139 pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de dois focos de aderéncia, o primeiro em quadrante 11’,
acometendo o apéndice xiféide e o diafragma ao figado e o epiplon que tinha como
agravante a alteragdo no aspecto da estrutura, neovascularizacdo e corpo
estranho (focos de substancias amareladas) e o segundo foco acometendo a
parede e o diafragma em quadrante 12’ ligando ao aglomerado contendo o figado,
o0 estbmago, o epiplon, o baco e a fascia de Gerota, agravado com alteracéo no
aspecto da estrutura, neovascularizagao e corpo estranho (focos de substancias
amareladas). Os quadrantes 2’, 5’ e 8’ apresentavam: 1) alteragdo no aspecto da
estrutura, 2) neovascularizacdo e 3) corpo estranho (fios de sutura e focos de
substancias amareladas). Nos quadrantes 7°, 10’ e 12’, foram encontrados focos
de substancia amarelada e, em quadrante 11’, alteracdo no aspecto da estrutura,

neovascularizacao e corpo estranho (focos de substancias amareladas)

1 TAxXIA=0/AG =1
2:TAXxIA=0/AG=3
3:TAXIA=0/AG=1
4: TAxIA=0/AG=2
5: TAxIA=0/AG=3
6:TAXIA=0/AG=1
7:TAXIA=0/AG=1
8: TAxIA=0/AG=3
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10: TAXIA=0/AG =1
11 TAXIA=4x4+3/AG=3
122 TAXIA=4x4+3/AG =1

Abdome: Em quadrante 1 presenca de aderéncias entre o figado, o epiplon
e o duodeno, agravado com alteracédo no aspecto da estrutura, neovascularizacao
e corpo estranho (focos de substancias amareladas), além destas mesmas
alterac6es no quadrante fora da area de aderéncia. Em quadrante 2 presenca de
aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon que se juntava ao acometimento
da parede abdominal de segmento 11’ e que ultrapassava a extensao do figado,
agravada com corpo estranho, neovascularizacdo e alteracdo no aspecto da
estrutura, associadas as alteracdes no quadrante agravado com corpo estranho,
neovascularizagao e alteracdo no aspecto da estrutura, fora da area de aderéncia.
Em quadrante 3, presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago, o epiplon e
0 baco, que ultrapassava a superficie do figado e acometia a parede abdominal
em quadrante 12’, agravada com neovascularizagdo, focos de substancia
amarelada e alteracdo no aspecto da estrutura (figado violaceo e edemaciado),
além destas mesmas alteracbes no quadrante fora da area de aderéncia. No
guadrante 6, presenca de aderéncias entre o estbmago, o epiplon, o baco e a
gordura de Gerota, agravada com neovascularizacdo, associadas a

neovascularizacdo em outras areas deste quadrante.

1L TAXIA=3x3+3/AG=3
2. TAXIA=4x5+3/AG=3
3:TAXIA=4x5+3/AG=3
6: TAXIA=4x3+1/AG=1
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Figura 25: Rato 5 do grupo prépolis topico, com aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago, 0
epiplon, o baco e a fascia de Gerota. Auséncia de aderéncia acometendo a parede abdominal. Focos de
substancia amarelada em areas do peritdnio parietal e visceral, associado as altera¢des decorrentes da

manipulacgao cirdrgica prévia.

. iy 1
Fonte: Autoria prépria.
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4.6 Grupo Propolis Topico - Rato 06

O rato 06 (figura 26) deste grupo ndo apresentava aderéncias acometendo a
parede abdominal, presenca de aderéncia acometendo o figado, o estbmago e o epiplon.
Focos de substancia amarelada em varias areas do peritdnio parietal e visceral, sendo
graduado com trés pontos na escala tanto de Evans(®? quanto na escala de Nair('®
(tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta
pesquisa, este animal pontuava com 48 pontos explicados a seguir e o resultado inserido

na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias acometendo a parede abdominal, os
quadrantes 2’, 5’ e 8’, que apresentavam: 1) alteragdo no aspecto da estrutura, 2)
neovascularizacdo e 3) corpo estranho (fios de sutura e focos de substancias
amareladas). Nos quadrantes 6’ e 12’, foram encontrados focos de substancia

amarelada.

22 TAxIA=0/AG=3
5: TAxXIA=0/AG=3
6: TAXIA=0/AG=1
8: TAxIA=0/AG=3
122 TAXIA=0/AG =1

Abdome: Em quadrante 1 presenca de alteracdo no aspecto do figado e
focos de depdsito de substancia amarelada, no quadrante 2 presenca de
aderéncias entre o figado, o estdbmago e o epiplon que acometia menos da metade
de extensédo do figado, agravada com alteragcdo no aspecto da estrutura, em
guadrante 3, presenca de aderéncias entre o figado, o estbmago e o epiplon que
ultrapassava a superficie do figado, agravada com neovascularizagéo, focos de
substancia amarelada e alteracdo no aspecto da estrutura (figado violaceo e
edemaciado). Presenca de alteracbes morfoldégicas em quadrantes 1, 2 e 3
apresentando mudanca no aspecto da estrutura (figado de aspecto violaceo e
edemaciado), neovascularizagdo (ausente no quadrante 1) e corpo estranho

(focos de substancia amarelada, provavelmente propolis). No quadrante 4
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presenca de hematoma em parede de alca intestinal que pode, ou ndo, estar
associada ao procedimento de anestesia geral por puncéo de cavidade peritoneal.

L TAXIA=0/AG=2
2. TAXIA=3x3+1/AG=3
3:TAXIA=3x5+3/AG=3
4: TAXIA=0/AG=1
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Figura 26: Rato 6 do grupo propolis topico, sem aderéncias acometendo a parede abdominal,
apresentando aderéncia peritoneal acometendo o figado, o estbmago e o epiplon. Focos de substancia
amarelada em areas do peritdnio parietal e visceral, associado as altera¢des decorrentes da manipulacéo
cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria propria.
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5 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia

Os seis animais do grupo propolis 100 mg/kg/dia (gastrotomia seguida de
gastrorrafia + dose diaria de propolis 100 mg/kg) evoluiram clinicamente bem até o 14°
dia de poOs-operatorio, quando foi realizada a eutanasia. A quantidade e extensdo das

aderéncias foram variadas e pormenorizadas a seguir.

5.1 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia - Rato 01

O rato 01 (figura 27) deste grupo apresentava minimas aderéncias peritoneais
entre o figado e o estbmago, de aspecto laminar, sendo graduado com dois pontos na
escala de Evans(®? e um ponto na escala de Nair('9) (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando
avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 23
pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de alteracdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que
apresentavam: alteracdo no aspecto da estrutura, neovascularizacdo (exceto

quadrante 2’) e corpo estranho (fio de sutura).

2" TAXIA=0/AG =2
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Presenca de aderéncia laminar entre o figado e o estémago, onde
no quadrante 2 foi agravado com neovascularizacdo e alteracdo no aspecto da
estrutura e corpo estranho (fios de sutura), enquanto no quadrante 3 essa
aderéncia descrita acima apresentava-se agravada com alteracdo no aspecto da
estrutura, associadas a alteracdes morfoldgicas nestes quadrantes apresentando
mudanca no aspecto da estrutura (figado de aspecto violaceo e edemaciado) e

corpo estranho (fio de sutura em quadrante 2).

22TAXIA=2x2+3/AG =2
3 TAXIA=2x2+1/AG=1
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Figura 27: Rato 1 do grupo propolis 100 mg/kg/dia, com minimas aderéncias peritoneais entre o figado e
0 estdbmago, associadas as alteracdes decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

- £ Pk 2%

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia - Rato 02

O rato 02 (figura 28) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? guanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 31 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de alteracdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que

apresentavam: alteracao no aspecto da estrutura e corpo estranho (fio de sutura).

22 TAxIA=0/AG=2
5: TAXIA=0/AG=2
8: TAxIA=0/AG=2

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon,
onde no quadrante 2 ocupava menos da metade da superficie do figado e no
guadrante 3 essa aderéncia acima descrita apresentava-se ocupando mais da
metade da superficie do figado, em ambos os quadrantes agravada com
neovascularizacdo, além de que nesses quadrantes, fora das areas de aderéncia,

apresentavam focos de neovascularizagao.

22TAXIA=3x3+1/AG=1
3:TAXIA=3x4+1/AG=1
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Figura 28: Rato 2 do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o
estdbmago e o epiplon, associadas as alteracdes decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

A
Fonte: Autoria prépria.
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5.3 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia - Rato 03

O rato 03 (figura 29) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? guanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 31 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de alteragées morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que
apresentavam: alteracdo no aspecto da estrutura, neovascularizagdo e corpo

estranho (fio de sutura).

2:TAxIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon,
onde no quadrante 2 apresentava forma laminar e era agravada com alteragéo no
aspecto da estrutura e neovascularizacdo. No quadrante 3 essa aderéncia acima
descrita apresentava-se ocupando mais da metade da superficie do figado e era
agravada com neovascularizacdo, alteragcdo no aspecto da estrutura e corpo
estranho (fio de sutura). No quadrante 2, fora das é&reas de aderéncia,

apresentavam focos de neovascularizacao.

22TAXIA=3x2+2/AG=1
3:TAXIA=3x4+1/AG=0
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Figura 29: Rato 3 do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o
estdbmago e o epiplon, associadas as alteragcdes decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

1 ’ 2’ 39
& . s 6
7 8

4
i 7

Fonte: Autoria propria.
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5.4 Grupo Proépolis 100 mg/kg/dia - Rato 04

O rato 04 (figura 30) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? guanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, este animal pontuava com 29 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presencga de alteracbes morfolégicas nos quadrantes 5" e 8', que
apresentavam: alteragdo no aspecto da estrutura, neovascularizacdo e corpo
estranho (fio de sutura). E no quadrante 2 com alteracdo no aspecto da estrutura

e neovascularizagao.

2 TAXIA=0/AG =2
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon,
em quadrantes 2 e 3, ocupando menos da metade da superficie do figado e
agravada com neovascularizacdo. No quadrante 5 haviam focos de

neovascularizacao.

22TAXIA=3x3+1/AG=0
3:TAXIA=3x3+1/AG=0
5: TAXIA=0/AG=1
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Figura 30: Rato 4 do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, com aderéncias peritoneais entre o figado, o
estdbmago e o epip

Fonte: Autoria prépria.
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5.5 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia - Rato 05

O rato 05 (figura 31) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, associadas a aderéncia laminar entre o diafragma
esquerdo e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de Evans(®2
quanto na escala de Nair('% (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a
tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 33 pontos explicados a
seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de alteracdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que
apresentavam: alteracdo no aspecto da estrutura e corpo estranho (fio de sutura).
No quadrante 12’ presenga de aderéncia laminar entre o epiplon e o diafragma,

sem agravantes.

2:TAXIA=0/AG=2
5: TAXIA=0/AG=2
8: TAXIA=0/AG=2
122 TAXIA=2x2/AG=0

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon,
em quadrantes 2 e 3. No quadrante 2 ocupava menos da metade da superficie do
figado, sem agravantes e no quadrante 3 ocupava mais da metade do figado, é
agravada por neovascularizacdo e fora da area de aderéncia neste quadrante

pode-se notar fio de sutura (corpo estranho).

2.TAXIA=3x3/AG=0
B TAXIA=3x4+1/AG=1
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Figura 31: Rato 5 do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, presenca de aderéncia laminar entre o epiplon e o
diafragma em quadrante 12’, associado a aderéncias peritoneais entre o figado, o estbmago e o epiplon,
além das alteragbes decorrentes da manipulacdo cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria prépria.
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5.6 Grupo Propolis 100 mg/kg/dia - Rato 06

O rato 06 (figura 32) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? guanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 33 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Presenca de alteracdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5’ e 8, que
apresentavam: alteracdo no aspecto da estrutura, neovascularizacdo (exceto

guadrante 8) e corpo estranho (fio de sutura).

2:TAxIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXIA=0/AG=2

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon,
em quadrantes 2 e 3. No quadrante 2 ocupava menos da metade da superficie do
figado, agravada com neovascularizacdo e no quadrante 3 ocupava mais da
metade do figado, agravada por neovascularizacao. Fora da area de aderéncia no
guadrante 2 pode-se notar fio de sutura (corpo estranho) e no quadrante 3

neovascularizacao

22TAXIA=3x3+1/AG=1
3:TAXIA=3x4+1/AG=1
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Figura 32: Rato 6 do grupo prépolis 100 mg/kg/dia, presenca de aderéncias peritoneais entre o figado, o
estbmago e o‘epl’plon, associadas as alteragfes decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria prépria.
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6 Grupo Propolis 300 mg/kg/dia

Foram utilizados oito animais no total, j& que o primeiro e o quinto animais foram
excluidos e substituidos por dois novos animais, similares a todos os outros utilizados
nesta pesquisa. O primeiro animal operado apresentou parada cardiorrespiratoria no
oitavo dia de pOs operatério, provavelmente por broncoaspiracdo, durante a
administracdo da solucdo de propolis por gavagem. Foram realizadas manobras de
ressuscitacdo, com compressdo externa da caixa toracica e o animal foi mantido vivo
sendo realizada a eutanasia no 14° dia de pés-operatério, sem nova administracdo de
propolis. A eutanasia, notava-se a presenca de moderadas aderéncias entre o figado, o
estbmago e o epiplon. O quinto animal foi encontrado morto no sexto dia de pés-
operatorio, a necropsia apresentava aderéncia leve entre o figado e o estbmago somente

em area da sutura géastrica. A causa mortis nao foi definida.

Os seis animais analisados no grupo propolis 300 mg/kg/dia (gastrotomia seguida
de gastrorrafia + dose diaria de propolis 300 mg/kg) evoluiram clinicamente bem até o
14° dia de pds-operatério, quando foi realizada a eutanasia. A quantidade e extensao das

aderéncias foram variadas e pormenorizadas a seguir.

6.1 Grupo Proépolis 300 mg/kg/dia - Rato 01

O rato 01 (figura 33) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, além de trés focos de aderéncia a parede abdominal, a
saber: gordura epididimal a cicatriz mediana, figado ao diafragma e o aglomerado
contendo o figado, o estdmago, o epiplon e o baco, aderindo ao diafragma e a parede
abdominal de hipocondrio esquerdo, sendo graduado com trés pontos na escala de
Evans®? e quatro pontos na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando
avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 78

pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Aderéncia de gordura epididimal a parede abdominal em quadrante
8’, laminar e agravado com alteracéo no aspecto da estrutura, neovascularizacéo
e corpo estranho (fio de sutura). Em quadrante 11’ presencga de aderéncia laminar

agravada com neovascularizacdo entre o figado e o diafragma, iniciando na base
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do apéndice xiféide, Em quadrante 12’ presenca de aderéncia que acometia mais
da metade do quadrante, englobando a parede abdominal, o figado, o estbmago,
0 epiplon e o baco, agravada com neovascularizacdo e alteracdo no aspecto da
estrutura. Presencga de alteragdes morfolégicas nos quadrantes 2’, 5 e 8, que
apresentavam: alteragdo no aspecto da estrutura, neovascularizagdo e corpo

estranho (fio de sutura).

2:TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=2x2+3/AG=3
11 TAXxIA=2x2+1/AG=0
12 TAXIA=4x4+2/AG=2

Abdome: Presenca de aderéncia entre o figado, o epiplon e o estébmago, no
guadrante 2, agravado com neovascularizacdo, que ocupava mais da metade da
superficie do estbmago, apresentando o epiplon aglutinado sobre parede anterior
do estdbmago e aderindo também ao figado. No quadrante 3 essa aderéncia acima
descrita acometia o figado, o estdbmago, o epiplon, o baco e a parede abdominal
de hipocéndrio esquerdo e o diafragma, agravada com a alteracdo no aspecto da
estrutura (em diafragma) e neovascularizacédo. Além das aderéncias no quadrante

3 de alteracdo no aspecto da estrutura, no diafragma e neovascularizacao.

2:TAXIA=3x4+1/AG=0
3 TAXIA=4x5+2/AG =2
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Figura 33: Rato 1 do grupo prépolis 300 mg/kg/dia, com aderéncias entre a gordura epididimal e a
cicatriz mediana, entre o figado e o diafragma e o aglomerado de estruturas que acomete a parede
abdominal de hipocondrio esquerdo, o figado, o estbmago, o epiplon e o baco, associadas as alteracbes
decorrentes da manipulacéo cirtrgica prévia.

:

AN

L,

5
L

Fonte: Autoria prépria.
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6.2 Grupo Prépolis 300 mg/kg/dia - Rato 02

O rato 02 (figura 34) deste grupo apresentava aderéncias peritoneais entre o
figado, o estbmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de
Evans®? guanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado
segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 34 pontos

explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias envolvendo a parede abdominal. Presenca
de alteragbes morfolégicas nos quadrantes 2, 5’ e 8, que apresentavam: alteragao
no aspecto da estrutura, neovascularizagdo (exceto 8’) e corpo estranho (fio de

sutura).

22 TAxIA=0/AG=3
5:TAxIA=0/AG=3
8: TAXIA=0/AG=2

Abdome: Em quadrante 1 presenca de aderéncia pontual entre o epiplon e
o figado, agravada com neovascularizagdo associado a focos de
neovascularizagcdo em epiplon, fora da area da aderéncia. Em quadrante 2
presenca de aderéncia entre o figado, o esttmago e o epiplon, agravada com
neovascularizacao e acometendo menos da metade da superficie do figado. Fora
da area de aderéncia deste quadrante haviam focos de neovascularizacéo e corpo
estranho (fio de sutura). Em quadrante 3 aderéncia entre o figado, o epiplon e o
estbmago. No quadrante 9, presenca de area de neovascularizacdo sobre alca

intestinal.

LTAXIA=2x1+1/AG=1
2:.TAXIA=3x3+1/AG=2
3:TAXIA=3x3/AG=0
9:TAXIA=0/AG=1
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Figura 34: Rato 2 do grupo propolis 300 mg/kg/dia, com aderéncias entre o figado e o epiplon e outra
area entre o figado, o estbmago e o epiplon, associadas as altera¢des decorrentes da manipulacao
cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria prépria.
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6.3 Grupo Prépolis 300 mg/kg/dia - Rato 03

O rato 03 (figura 35) deste grupo ndo possuia aderéncias, sendo graduado com
zero pontos tanto na escala de Evans(®? quanto na escala de Nair'® (tabelas 4 e 6 do
texto), mas quando avaliado segundo a tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal

pontuava com 12 pontos explicados a seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias envolvendo a parede abdominal. Presenca
de alteragdes morfoldgicas nos quadrantes 2, 5’ e 8, que apresentavam: alteragao

no aspecto da estrutura, neovascularizacao e corpo estranho (fio de sutura).

2 TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=3

Abdome: Em quadrante 2 presenca de focos de neovascularizacao,
alteracdo no aspecto da estrutura e corpo estranho (fio de sutura).

22.TAXIA=0/AG=3
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Figura 35: Rato 3 do grupo prépolis 300 mg/kg/dia, com aderéncia pontual entre o figado e o epiplon,
associadas as alteracdes decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

Fonte: Autoria prépria.
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6.4 Grupo Proépolis 300 mg/kg/dia - Rato 04

O rato 04 (figura 36) deste grupo apresentava aderéncia entre o figado, o
estdmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de Evans(?
quanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a
tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 33 pontos explicados a

seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias envolvendo a parede abdominal. Presenca
de alteragcdes morfolégicas nos quadrantes 2, 5’ e 8, que apresentavam: alteracéo
no aspecto da estrutura, neovascularizagdo (exceto 8’) e corpo estranho (fio de

sutura).

2 TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=2

Abdome: Em quadrante 2 presenca de aderéncia entre o figado, o
estdbmago e o epiplon, que ocupava menos da metade da superficie do figado. Em
guadrante 3 presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon, que
ocupava mais da metade da superficie do figado agravada com neovascularizacao
e corpo estranho (fio de sutura). Fora da area de aderéncia no quadrante 3 haviam
focos de neovascularizacdo e alteracdo no aspecto da estrutura (area de fibrina

cobrindo polo inferior do baco).

2.TAXIA=3x3/AG=0
2:.TAXIA=3x4+2/AG =2
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Figura 36: Rato 4 do grupo prépolis 300 mg/kg/dia, com aderéncia entre o figado, o estdbmago e o
epiplon, associadas as alteragc6es decorrentes da manipulacéo cirdrgica prévia.

1

| | &
'Ql L?.%‘ :

Fonte: Autoria propria.
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6.5 Grupo Propolis 300 mg/kg/dia - Rato 05

O rato 05 (figura 37) deste grupo apresentava aderéncia entre o figado, o
estdmago e o epiplon, sendo graduado com trés pontos tanto na escala de Evans(?
quanto na escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a
tabela quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 30 pontos explicados a

seguir e o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias envolvendo a parede abdominal. Presenca
de alteragdes morfolégicas nos quadrantes 2, 5’ e 8, que apresentavam: alteracéo
no aspecto da estrutura, neovascularizagdo (exceto 2’) e corpo estranho (fio de
sutura). Em quadrante 1’ presenca de foco de hematoma em parede, que poderia

ter sido decorrente da puncao para anestesia intraperitoneal.

1" TAXIA=0/AG=1
2:TAXxIA=0/AG=2
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAXxIA=0/AG=3

Abdome: Em quadrante 2 presenca de aderéncia entre o figado, o
estbmago e o epiplon, que ocupava menos da metade da superficie do figado. Em
guadrante 3 presenca de aderéncia entre o figado, o estbmago e o epiplon, que

ocupava mais da metade da superficie do figado.

2.TAXIA=3x3/AG=0
2.TAXIA=3x4/AG=0
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Figura 37: Rato 5 do grupo prépolis 300 mg/kg/dia, com aderéncia entre o figado, o estbmago e o
plon, associadas as alteragbes decorrentes da manipulacado cirtrgica prévia.

N

Fonte: Autoria prépria.
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6.6 Grupo Propolis 300 mg/kg/dia - Rato 06

O rato 06 (figura 38) deste grupo apresentava auséncia completa de aderéncias
peritoneais, sendo graduado com zero pontos tanto na escala de Evans®? quanto na
escala de Nair('® (tabelas 4 e 6 do texto), mas quando avaliado segundo a tabela
quantificavel desta pesquisa, esse animal pontuava com 13 pontos explicados a seguir e

o resultado inserido na tabela 8 do texto:

Parede: Auséncia de aderéncias envolvendo a parede abdominal. Presenca
de alteragbes morfolégicas nos quadrantes 2, 5’ e 8, que apresentavam: alteragao
no aspecto da estrutura, neovascularizacdo (exceto 8’) e corpo estranho (fio de

sutura).

2 TAXIA=0/AG=3
5: TAxIA=0/AG=3
8: TAxIA=0/AG=2

Abdome: Auséncia de aderéncias peritoneais. Em quadrante 3 presenca de
alteracdo no aspecto da estrutura, no estbmago, sendo notada alteracao referente
a gastrotomia com gastrorrafia, associado a corpo estranho (fio de sutura) e
diminutos focos de neovascularizacdo. Em quadrante 7 presenca de hematomas
em alca de delgado que pode ter sido decorrente da puncdo para a anestesia
intraperitoneal. Em quadrante 8 presenca de foco de neovascularizagdo em

gordura epididimal.

3:TAXIA=0/AG=3
7. TAXIA=0/AG=1
8: TAXIA=0/AG=1
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Figura 38: Rato 6 do grupo prépolis 300 mg/kg/dia, com aderéncia pontual entre o figado e o epiplon,
associadas as alteracdes decorrentes da maniiulagéo cirirgica prévia.

Fonte: Autoria propria.
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ANEXOS

ANEXO A - APROVAGCAO DA CEUA.

-

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO = UFR.J
Centro de Ciéncias da Salde - CCS

Rio de Janeiro, 12 de dezembro de 2017

Prezado Professor José Eduardo Femreira Manso

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentacdo Cientifica
do Cenfro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Macional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) sob o
nimero de processo 01200.001568/2013-87 cerfifica que o projeto intitulado: *O uso
do propolis verde e seus efeitos em modelo animal de aderéncia peritoneal.”,
protocolo n® 104/17, sob sua responsabilidade gue envolve a produgdo, manutencio
elou utilizagdo de animais para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de
acordo com o5 preceitos da Lei n°11.794, de 8 de ouiubro de 2008, do Decreto
n°6.89%, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comiss@o de
ética, e reunido do dia 08M1/2017.

Finalidade { ) Ensino (X} Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do Projeto Até 12/03/2018
| Especie/linhagem Ranus norvegicus/ Wistar
N® de animais 9 animais
Pesolidade 250g [ 8 meses
Sex0 Machos & Fémeas
Crigem Biotéric do Centro de Cirurgig
Experimental - CCS - Bloco J - UFR.

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais - CCS

Decania do CCS: 4v. Carlos Chagas Filhe, 373 Prédio do Centro de Cléncias da Saude, Bloco E, 2° andar -
Cldade Universitaria - CEP 21941-590 = Rio de Janeiro = Brasil
Tel: {21 25626705 - Feez (21} 22701 749 - www. cosdecania. ift. br
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ANEXO B - DETERMINACAO DOS COMPOSTOS DO PROPOLIS UTILIZADO NA
PESQUISA.

Determinacéo de flavonoides totais expressos em quercetina

Preparo do Reagente Cloreto de Aluminio 5,0% (p/v)

Em um béquer de 100,0 ml, foram pesadas 5,0 g de cloreto de aluminio (L.21706,
Cinética). Em capela, foram adicionados 50,0 — 70,0 ml de metanol (grau analitico).
Posteriormente a solugéo foi agitada até a completa dissolugéo, e transferida para baldo

volumétrico de 100,0 ml, lavando o béquer. O volume foi completado com metanol.

Preparo do Padréo

Em baldo volumétrico de 10,0 ml foram pesadas 3,0 mg do padrédo primario
quercetina (L.89262, PhytoLab, Germany) e adicionados 7,0 ml metanol (grau analitico).
Foi homogeneizado em vortice até solubilizacdo e seu volume foi completado com
metanol. A partir dessa solucdo foram preparadas cinco solugcdes padrao de trabalho de

niveis de concentragdes 4,80; 5,40; 6,00; 6,60 e 7,20 ug/ml em metanol.

Preparo da Amostra

Foram pesadas 100,0 mg da amostra em baldo volumétrico de 25,0 ml e
adicionados 15,0 ml de metanol (grau analitico). A amostra foi submetida a extragdo em
banho ultrassom, por 1 hora. Apds, o volume foi completado com metanol e filtrado em
papel filtro. Em seguida, foi transferida uma aliquota de 1,0 ml desta solugao para um
baldo volumétrico de 25,0 ml, contendo 10,0 ml de metanol, e acrescentado 0,5 ml do
reagente de cloreto de aluminio 5% (p/v). O volume foi completado com metanol. O

ensaio foi realizado em triplicata.

Condicbes espectrofotométricas

Foi utilizado um espectrofotdmetro (Shimadzu, UV 1240), no comprimento de onda
de 425 nm. O equipamento foi zerado com metanol e, para a leitura das absorbancias,

foi utilizada uma cubeta de quartzo.
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Determinacdo de compostos fendlicos e derivados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

Preparo da Fase Movel - Agua acidificada com acido férmico 0,1% (v/v)

Em um baldo volumétrico de 1000,0 ml contendo 500 ml de agua Milli-Q foi
adicionado 1,0 ml de acido féormico e homogeneizado. O volume foi completado com agua
Milli-Q (pH = 2,7) e esta solugao foi filtrada a vacuo utilizando membrana para filtragéo
de 0,45 pm.

Preparo dos Padrdes

As substancias quimicas de referéncia utilizadas, foram preparadas em solugcdes
padrao de trabalho em metanol (grau HPLC) nas concentragdes: acido cafeico (1,0 — 16,0
pg/ml) (Sigma-Aldrich, L: SLBZ6416), acido p-cumarico (5,0 — 80 ug/ml) (Sigma-Aldrich,
L: 091M119V), acido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-DCQ) (24,0 — 36,0 pg/ml) (Phytolab, L.
3215), acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-DCQ) (36,0 — 48,0 ug/ml) (Phytolab, L. 9943),
galangina (Sigma-Aldrich: BCCG2648), artepelin C (10,0 — 160,0 pg/ml) (Phytolab, L:
111674647), sendo que crisina, aromadendrina-4’-O-metil-éter (2 — 32 ug/ml), drupanina
(12,0 — 48 pg/ml) e bacharina (9,0 — 33,0 ug/ml) foram previamente isoladas e
identificadas pelos autores, como descrito por Sousa et al.("® e gentilmente cedido por

eles.

Preparo da Amostra

Foram pesadas 20,0 mg da amostra em baldo volumétrico de 10,0 ml e
adicionados 5,0 ml de metanol (grau HPLC). A amostra foi submetida a extragdo em
banho ultrassom, por 10 minutos. Apds, o volume foi completado com fase mével (acido
férmico 0,1% v/v) e filtrado em filtro membrana 0,45 ym diretamente em vial. O ensaio foi

realizado em triplicata.

Condicdes cromatograficas

Foram pesadas 20,0 mg da amostra em baldo volumétrico de 10,0 ml e
adicionados 5,0 ml de metanol (grau HPLC). A amostra foi submetida a extracdo em

banho ultrassom, por 10 minutos. Apds, o volume foi completado com fase mével (acido
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férmico 0,1% v/v) e filtrado em filtro membrana 0,45 pm diretamente em vial. O ensaio foi

realizado em triplicata.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu, com
controlador CBM-20A, bomba quaternaria LC-20AT, detector de arranjo de diodos SPD-
M 20A e software Shimadzu LC versao 1.21 SP1. Uma coluna Shimadzu Shim-Pack CLC-
ODS (4,6 mm x 250 mm, didametro de particula de 5 ym e didmetro de poro de 100 A) foi
utilizada. A fase movel consistiu de metanol (B) e agua acida com acido férmico (0,1%
v/v) (A). O método consistiu em um gradiente linear de 20-95% de B durante um periodo
de 77 min a uma taxa de fluxo de 0,8 ml/min. O volume de injegao foi de 10 ul. O forno da
coluna foi regulado para 40°C. A detecgao foi definida em 275 nm, conforme previamente

publicado por Berretta et al.(?),



