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RESUMO

O latex extraido da seringueira (Hevea brasiliensis) ganhou destague econémico nos
séculos XIX e XX devido ao seu produto principal, a borracha. A partir de
descobertas em relacdo a propriedades bioldgicas benéficas por parte do latex da
seringueira, um conjunto de importantes pesquisas na area médica foi realizado
buscando diferentes aplicacfes clinicas relacionadas, principalmente a cicatrizacao.
Nesse contexto, esse trabalho objetivou avaliar o efeito do soro total e de fragdes
obtidas do latex da seringueira na cicatrizacdo de feridas em modelo experimental.
Inicialmente foram obtidas as amostras a serem estudadas, sendo que o soro total
foi extraido do latex através da coagulacéo do latex pela adicdo de acido acético 5%
e, por meio de cromatografia de troca idnica, foram isoladas trés fracoes proteicas
denominadas FrHB1, FrHB2 e FrHB3. Tais fragcdes, assim como o soro total, foram
testados em cultura de células McCoy e o crescimento desses fibroblastos foram
avaliados. Realizou-se ainda o ensaio de cicatrizacdo cutanea em camundongos,
onde 5 grupos de 8 animais cada foram tratados com diferentes concentragdes de
FrHB1 e uma concentragcdo de soro total, além de um grupo controle tratado apenas
com o gel base. A partir de fragmentos retirados do tecido neoformado nos animais,
foi feito a andlise histologica, quantificacdo de colageno e mensuracdo de
mediadores inflamatérios. Em relagcdo ao crescimento de células fibroblasticas,
observou-se uma tendéncia de FrHB1 0,01% aumentar a quantidade de células em
cultura. A menor concentracdo de FrHB1 testada (0,01% p/p) demonstrou atividade
mais favoravel em relacdo a reducdo do tempo de fechamento da ferida, confirmada
na analise histolégica. A producdo de coldgeno esteve aumentada em todos os
grupos tratados, sobretudo naquele tratado com FrHB1 0,01% como mostra a
analise histolégica e corroborado pelo célculo do teor de colageno. As citocinas
dosadas néo apresentaram resultados conclusivos. Dessa forma, conhecendo a
atividade cicatrizante do latex, descrita nesse estudo, fazem-se necessarias mais
pesquisas que busquem a ampliacdo do espectro de conhecimento em relacdo ao
latex da seringueira, contribuindo para a elaboracdo de um fitoterapico a base de

Hevea brasiliensis.

Palavras chave: cicatrizacdo, latex, angiogénese, epitelizacédo, colageno.



ABSRACT

The latex extracted from the rubber tree (Hevea brasiliensis) showed economic
prominence in the 19th and 20th centuries due to its main product, rubber. Based on
the findings regarding beneficial biological properties by latex of rubber tree, a
number of important researches in the medical field were carried out in search of
different clinical applications related, mainly wound healing. In this context, this work
aimed to evaluate the effect of total serum and fractions obtained from rubber latex
on wound healing in an experimental model. Initially the total serum was extracted
from the latex by the coagulation of the latex, addition of 5% acetic acid, and by
means of ion exchange chromatography, three protein fractions denominated FrHB1,
FrHB2 and FrHB3 were obtained. Such fractions, as well as total serum, were tested
on McCoy cell culture and the growth of these fibroblasts were evaluated. The
cutaneous wound healing assay was performed in mice, where 5 groups of 8 animals
each were treated with different concentrations of FrHB1 and a total serum
concentration, in addition to a control group treated with the base gel alone. From
fragments removed from the neoformed tissue in the animals, histological analysis,
collagen quantification and measurement of inflammatory mediators were done. In
relation to fibroblast cell growth, a tendency of FrHB1 0,01% to increase the amount
of cells in culture was observed. The lowest concentration of FrHB1 tested (0.01%
w/w) showed a more favorable activity in relation to the reduction of wound closure
time, confirmed by the histological analysis. The collagen production was increased
in all treated groups, especially in that treated with FrHB1 0,01% as shown by the
histological analysis and corroborated by the calculation of the collagen content. The
dosed cytokines did not present conclusive results. In this way, knowing the healing
activity of the latex, described in this study, it is necessary to do more research that
seeks to broaden the knowledge spectrum in relation to rubber latex, contributing to

the elaboration of a herbal medicine based on Hevea brasiliensis.

Key words: wound healing, latex, angiogenesis, epithelization, collagen.
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1 INTRODUGCAO

A utilizagédo de plantas no tratamento e na cura de doencas e feridas € algo
tdo antigo quanto a propria espécie humana. Ainda hoje em diversas regides do
pais, desde pequenos povoados até grandes cidades, plantas medicinais séo
encontradas nos quintais de residéncias, comercializadas em feiras, mercados
populares e lojas especializadas (Maciel et al., 2002). Nos dias atuais atrelamos
conhecimento técnico e cientifico com as propriedades de produtos oriundos da

natureza a fim de aumentar a eficacia na terapéutica utilizando produtos naturais.

O potencial das plantas superiores como fonte de novos compostos bioativos
€ admiravel. Existe uma grande variedade de produtos provenientes de plantas,
como, por exemplo, a morfina advinda da papoula (Papaver somniferum),
descoberta em 1805; o &cido acetilsalicilico proveniente da cortica do salgueiro

(Salix alba); ou a efedrina a partir de ervas chinesas (Ephedra).

Dentre essas plantas, existem aquelas que apresentam propriedades
cicatrizantes. O gel de Aloe vera, a titulo de exemplo, teve registros de uso na
Mesopotanea em 2100 a.C. (Freitas et al., 2014), ha também a folha da Pereskia
aculeata, chamada de ora-pro-nobis, uma trepadeira com alto poder de cicatrizacao
(Pinto et al., 2016).

Entre as plantas com propriedades cicatrizantes, a Hevea brasiliensis, uma
seringueira, tem-se destacado. O latex extraido da seringueira (Hevea brasiliensis),
além de ser largamente utilizado pela indastria da borracha, apresenta uma
variedade de propriedades biolégicas benéficas nos processos de cicatrizacdo ou na

melhora de quadros clinicos de doencas cronicas.
1.1Breve Historico a Respeito do Latex da Seringueira

Durantes os séculos XIX e XX, a Hevea brasiliensis, planta originaria da
regido amazonica, ganhou destaque econémico devido a extracdo de seu principal
produto, a borracha. Este polimero foi, e ainda €, largamente utilizado pela industria,
na producdo de adesivos, luvas descartaveis, preservativos, entre outros
(Mendonga, 2008; Herculano et al., 2009). A partir das descobertas a respeito da
atividade na proliferacdo de vasos sanguineos (angiogénese) por parte do latex da

seringueira (Mrué, 2000; Mrué et al., 2004), outras aplicacbes médicas passaram a
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ser estudadas, resultando em um conjunto de pesquisas importantes para a
aplicacéo clinica. Exemplo disso séo os estudos de utilizacéo do latex da seringueira
para a confeccdo de préteses vasculares (Grisotto, 2003); aceleracdo do processo
cicatricial em Ulceras de pés diabéticos (Frade, Valverde et al., 2001; Soares et al.,
2004; Frade et al., 2012), neoformacdo de alvéolos dentarios (Balabanian et al.,
2006; Manfrin-Arnez, et al., 2012), regeneracao do nervo ciatico (Dias, et al., 2015),

entre outros.

Dentre as fracbes proteicas obtidas por meio de cromatografia, existe uma em
especial que possui maior atividade na angiogénese quando comparada com as
demais fracdes isoladas. A chamada Fracdo 1(FrHB1) apresenta maior atividade na
inducdo do aumento da permeabilidade vascular, proliferacdo de vasos sanguineos,
reducdo do tempo de cicatrizacdo e inducdo da proliferacdo de células HEK293T
(Mendonca, 2008).

1.2Processo Cicatricial

O tratamento de feridas tem como principal objetivo o rapido fechamento da
lesdo juntamente com a formacdo de uma cicatriz funcional que seja esteticamente
satisfatoria. Para tal é necessario compreender o processo de reparo tecidual
(Singer e Clark, 1999). O processo de cicatrizagado pode ser divido em trés fases ou
etapas que se sobrepde, ocorrendo quase que simultaneamente. S&o denominadas

de Fase Inflamatdria, Fase Proliferativa e Fase de Remodelamento.
1.2.1 Fase Inflamatoéria

Caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, liberacdo de fatores
de crescimento e o recrutamento de plaquetas, a fase inflamatéria é a primeira a

ocorrer durante o processo de cicatrizagao.

Macréfagos e neutréfilos sédo atraidos para o local da lesdo e a coagulacao
plaquetaria induz a liberacdo de citocinas e quimiocinas que tem a funcdo de
recrutar células de defesa, como os monacitos, induzidos e ativados pelo fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), por exemplo. No tecido, esses
monaocitos se tornam macréfagos que séo as principais células envolvidas no reparo
tecidual (Clark, 1996 apud Mendoncga e Coutinho-Netto, 2009). O macrofago secreta

citocinas essenciais para a formacédo do tecido de granulacdo, como o fator de
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crescimento transformante B (TGF-f), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF),
o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o PDGF. Além disso, tem a
funcdo de degradar e remover componentes do tecido conjuntivo lesionado, como o
colageno, elastina e proteoglicanos e ainda secretam fatores quimiotaticos
liberadores de prostaglandinas, com funcdo de dilatar e aumentar a permeabilidade
vascular dos capilares (Eming et al., 2007). A fase inflamatoéria tem o tempo de

duracdo mais curto.
1.2.2 Fase Proliferativa

Em um segundo momento do processo de reparo tecidual, ocorre a fase
proliferativa, caracterizada por quatro etapas: epitelizacdo, angiogénese, formacao
do tecido de granulacéo e deposicao de colageno. A epitelizacdo acontece por meio
de agentes quimiotaticos e mitéticos, do fator de crescimento transformante a (TGF-
a) e do fator de crescimento epidérmico (EGF) proveniente dos queratinécitos, além
disso, comeca entdo a formar o tecido de granulacdo, evidenciado pela grande
qguantidade de microvasos recém formados. A proliferacdo de vasos sanguineos
(angiogénese) é fundamental para que haja transporte de oxigénio e nutrientes,
essenciais para o reparo tecidual (Singer e Clark, 1999) e isto s6 é possivel devido
ao aumento da permeabilidade vascular que permite o extravasamento de proteinas

para que exista a deposicao extra vascular de fibrina (Dvorak, 2002).

Para que aconteca, de forma efetiva, a formac&o de novos vasos sanguineos,
Sa0 necessarios uma série de processos, tais como: proliferacdo de células
endoteliais, em resposta a moléculas como FGF, VEGF, TGF-B, angiogenina,
angiotropina e angiopoetina-1 (Folkman e D’amore, 1996). Na matriz extracelular,
fibronectina, colageno, vibronectina, tenascina e laminina séo formados a fim de dar
suporte para que a angiogénese ocorra (Ruoslahti e Yamaguchi, 1991), além disso,
a expressado de proteases é fundamental para a angiogénese, principalmente da

fase de remodelamento (Clark, 1996 apud Mendonca e Coutinho-Netto, 2009).
1.2.3 Fase de Remodelamento

Em uma ultima fase, a fase de remodelamento, tem como meta recuperar a
estrutura do tecido lesionado. Os fibroblastos presentes no tecido de granulacéo se

transformam em miofibroblastos e passam a possuir mais mobilidade. Entdo a matriz
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extracelular proviséria passa a caminhar para a formacao de uma matriz definitiva
(Gabbiani et al., 1972; Mendonca, 2008). E caracteristico desse momento do reparo
tecidual, o desaparecimento de células inflamatorias por apoptose e
desenvolvimento de novos vasos sanguineos e fibroblastos, levando a formacéao da
cicatriz (Arnold e West, 1991). Outra caracteristica dessa fase é a deposi¢do de
coldgeno e proteoglicanos de forma organizada (Gabbiani et al., 1972). A formacéo
da cicatriz se da pelo desaparecimento de vasos sanguineos, fibroblastos e células
inflamatorias por apoptose ou emigracdo (Arnold e West, 1991; Mendonca, 2008).
Entre as principais citocinas envolvidas nessa fase, pode-se citar o fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), PDGF e TGF-B produzidas pelos
fibroblastos, assim como EGF e TGF-B produzidos pelas células epiteliais
(Karukonda et al., 2000). A reepitelizacdo ocorre a partir das bordas da ferida e séo
necessarios trés agentes para que ela aconteca: fatores de crescimento sintetizados
na fase inflamatoria — principalmente PDGF; fator de crescimento de queraticOcitos
(KGF7); TGF-B; integrinas e metaloproteases. Queratindcitos ativam receptores de
integrinas para promover a interacdo com proteinas provenientes da matriz
extracelular e do interior da lesdo e, finalmente, a ativacdo de metaloproteases que
degradam e modificam proteinas da matriz extracelular, onde essas enzimas podem
liberar fatores de crescimento ligados a matriz extracelular a fim de realizar a
proliferacdo e migracdo de queratindcitos, auxiliando na reepitelizacdo (Santoro e
Gaudino, 2005).

1.3 VIAS INFLAMATORIAS

O sistema imunologico é dividido em dois grandes grupos: o sistema imune

inato e o sistema imune adaptativo.
1.3.1 Sistema imunoldgico inato

O sistema imune inato € composto pela barreira epitelial, macrofagos,
monaocitos, neutrofilos, células dendriticas, células Natural Killer, eosindfilos e
basdfilos. Trata-se da primeira linha de defesa do organismo, de resposta imediata,

entretanto ndo especifica e ndo produz células de meméria.
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As células desse sistema iniciam a inflamagcdo secretando citocinas,
quimiocinas e agentes antimicrobianos. Essa via resulta na fagocitose do antigeno e

apresentacao do mesmo para o sistema imune adaptativo (Wallace et al., 2014).
1.3.2 Sistema imunoldgico adaptativo

O sistema imunolégico adaptativo € composto por células denominadas de
linfécitos T e B e, ao contrario do sistema imune inato, gera uma resposta mais
especifica e gera células de memodria que confere imunidade prolongada. Os
linfécitos B, quando ativados, secretam imunoglobulinas, proteinas que se ligam de
maneira especifica a um antigeno (Abbas et al., 2012). Os linfécitos T amplificam a
resposta inflamatéria e sédo divididos em linfocitos TCD4 e TCDS8. As células do tipo
TCD4 sdo chamadas de T helper (Th) e secretam citocinas pro-inflamatérias e ainda
podem se diferenciar em varios tipos de resposta dependendo do antigeno que Ihe é
apresentado (Wallace et al., 2014).

As citocinas secretadas pelos leucécitos sdo divididas em duas classes: pré e
anti-inflamatérias. As pro-inflamatoérias se caracterizam por iniciarem e amplificarem
a resposta inflamatéria, ja as anti-inflamatérias regulam negativamente a resposta

inflamatéria (Calixto et al., 2004).
1.3.3 Moduladores inflamatérios de interesse
1.3.3.1 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é sintetizado por isoenzimas, entre elas, a 6xido nitrico
sintetase de macrofagos (iNOS), que séo induzidas nos macréfagos e outras células
como neutrofilos, por exemplo, por lipopolissacarideos bacterianos ou citocinas. O
NO contribui com o0s mecanismos de defesa do organismo por possuir agao

microbicida.

Existe uma faixa muito estreita de concentracéo tissular para que o NO passe
a ser téxico para as células do hospedeiro e ndo apenas para 0 microrganismo,
atuando como uma toxina. A determinacdo dessa concentragdo ainda nao foi

totalmente compreendida pelos pesquisadores (Flora Filho e Zilbertein, 2000).
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1.3.3.2 Mieloperoxidase

A mieloperoxidade (MPO) é uma heme proteina produzida no interior de
neutréfilos e monécitos. Essa enzima € armazenada em granulos azurdfilos
citoplasmaticos e liberada no meio extracelular em resposta a um processo
inflamatorio. A MPO apresenta atividade microbicida e imunomodulatéria, possuindo
propriedades pro-oxidativas e pro-inflamatoria (Loria et al., 2008). A MPO, assim
como outras heme peroxidases, € capaz, em condic¢des fisioldgicas, de consumir o
NO na presenca de peroxido de hidrogénio (H20,), modulando os niveis de NO
disponivel, ocorrendo uma provavel interdependéncia entre o NO e a catalise da
MPO no estado estacionario (Abu-Soud e Hazen, 2000; Roman et al., 2008).

1.3.3.3 Eosindfilo Peroxidase

A enzima eosindfilo peroxidase (EPO) € encontrada no interior dos
eosinofilos. A EPO difere da MPO tanto nos aspectos bioquimicos quanto
imunolégicos. Apresenta atividade citotoxica quando combinada com H,O, e algum
dos elementos da familia 7A da tabela periédica (haletos). Esta presente em
processos alérgicos e inflamatérios e é liberada a partir da degranulacdo do

eosindfilo (Kroegel et al., 1988).
1.3.3.4 Interferon y

O Interferon y (IFN- y) é uma citocina presente na resposta pelo linfocito
TCD4, mais especificamente, Thl. Apesar de possuir atividade antiviral e
antiparasitaria, sua principal fungdo é a imunomoduladora. O IFN- y tem o poder de
inibir a diferenciacéo de linfécitos TCD4 para determinadas respostas, induzindo a
um tipo principal de resposta imune. Essa citocina inibe, ainda, a liberagdo de
algumas imunoglobulinas e aumenta a expressao de genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classes | e Il, secretados tanto por células TCD4
quanto por TCD8. Nos mondcitos e macrofagos, induz a producdo de receptores

para imunoglobulinas e a sintese TNF-a (Abbas et al., 2012).
1.3.3.5 Fator de necrose tumoral a

O Fator de necrose tumoral a pode ser produzido por macrofagos ativados,

linfécitos e mondcitos. Age principalmente na resposta as bactérias classificadas
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como gram negativas. Liga-se a receptores especificos que, por sua vez, promovem
a apoptose. Seu principal efeito fisioldgico é promover resposta imune e inflamatoria,
recrutando neutrofilos e monadcitos para o local da lesdo. Quando liberado em baixas
concentracdes, induz a vasodilatacao e estimula as células endoteliais a secretarem
quimiocinas que atraem leucocitos. Estimula proteinas de fase aguda do processo
inflamatério e fibrinogénio (Vitale e Ribeiro, 2007).

1.3.3.6 Interleucina 10

A interceucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatdria e inibe algumas
citocinas com caracteristicas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a, produzidas
nos macrofagos. Pelo mecanismo de cascata, induz a producéo de citocinas anti-
inflamatorias, aumenta a proliferacdo de mastocitos e impede a producédo de IFN-y
pela células Natural Killer. Possui efeito supressivo da resposta inflamatoria de um
tipo especifico de linfécito T helper (Th), o que é benéfico em doencas mais graves

como sepse, artrite reumatoide e psoriase (Oliveira et al., 2011).
1.4 Colageno

O colageno é, sem davida, uma das proteinas mais importantes no processo
cicatricial e também a mais abundante. O colageno tipo | € o mais frequente,
aproximadamente 80% do colageno encontrado na derme, sendo ele sintetizado
pelos fibroblastos. O colageno € o principal componente da matriz extracelular dos

tecidos, aparecendo dias ap0s a lesao.

A cicatrizacao obtém sucesso quando existe um equilibrio entre a sintese de
matriz extracelular nova e a degradacdo de matriz extracelular antiga, havendo éxito
quando a colagénese, ou seja, a sintese e deposicdo de colageno sdo maiores.
Mesmo apOs um ano, o local da lesdo apresentara um colageno menos organizado
do que o da pele sa e a forga ténsil jamais retornara ao que era antes do surgimento
da lesdo (Campos et al., 2007). Diversas doencas e condicdes do individuo
interfferem no processo de reparo tecidual, como o diabetes, escorbuto, anemia,
Ulcera de presséo, dentre outras. O ndo fechamento de uma ferida pode acarretar
varios danos a saude e bem estar do paciente, podendo levar a colonizacdo de

microrganismos, amputacao e ainda danos estéticos.
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O latex extraido da seringueira (Hevea brasiliensis) tem se mostrado
promissor no tratamento de feridas, devido suas propriedades citadas anteriormente
e pelo seu custo-beneficio favoravel, e, portanto, vem sendo estudado na intencao
de compreender melhor como seus ativos modulam os mecanismos de reparacao e

0 sistema imunologico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do soro total e de fracBes obtidas do latex da seringueira

(Hevea brasiliensis) na cicatrizacdo de feridas em modelo experimental.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento de fibroblastos (McCoy);

e Investigar se ocorre reducdo do tempo de cicatrizacdo utilizando
diferentes concentracfes das fracBes e soro total do latex da seringueira
(Hevea basiliensis);

e Avaliar o teor de colageno do tecido neoformado;

e Quantificar os moduladores inflamatérios (IL-10, IFN-y, TNF-a, NO, MPO
e EPO).
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3 METODOLOGIA

As analises foram conduzidas nos laboratérios de Bioguimica e Farmacologia,
do Departamento de Bioquimica, Farmacologia e Fisiologia, laboratério de Patologia
Geral do Departamento de Patologia, Genética e Evolucdo e laboratério de
Imunologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, todos
vinculados ao Instituto de Ciéncias Biologicas e Naturais da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (ICBN/UFTM).

3.1 Obtencao da Amostra

O latex da seringueira Hevea brasiliensis, contendo 5% de amonia (1mol/L)
como estabilizante foi gentilmente cedido pelo Instituto de Ciéncias e Tecnologias da
UNESP de Presidente Prudente - SP.

Para obtencdo do soro total do latex, o latex amoniacal foi diluido com &acido
acético a 5% na proporcédo de 1:2 (v/v), agitando-se cuidadosamente com auxilio de
um bastdo de vidro até completa coagulacdo da borracha. O soro total, solucéo
limpida e de cor amarelada, foi decantado e o restante do soro foi obtido por
compressdo mecéanica do coagulo formado. Posteriormente este material foi filtrado,
teve seu pH ajustado para 7,8 com NaOH 1mol/L e foi submetido a didlise contra
agua destilada. Foram retiradas aliquotas de 50 mL, armazenadas em tubos conicos

e congeladas em freezer -20°C.
3.2 Cromatografia em DEAE-Sepharose

Para a separacdo das fracbes do soro total, empregou-se a técnica de
cromatografia de troca ionica. Foi utilizada uma coluna de vidro (20 cm x 2,2 cm)
preenchida com matriz DEAE-sepharose (Sigma-Aldrich), equilibrada com tampéao
bicarbonato de aménio 0,01 mol/L (pH 7,8). Uma aliquota da amostra foi
descongelada e aplicada na coluna cromatografica em uma camara fria com
temperatura de 8°C. ApoOs a entrada do material na coluna, foi realizada a eluicédo
com tampao bicarbonato de amoénio 0,01 mol/L em gradiente crescente de
concentracéo de NaCl (0 mol/L; 0,25 mol/L; 0,5 mol/L; 1,5 mol/L de NaCl).

Foi empregado um fluxo de 1 mL/min e o eluato, coletado em tubos de ensaio

através de um coletor (Gilson®), monitorado por um espectrofotdmetro Micronal® a
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um comprimento de onda de 280 nm. O material identificado de acordo com seu
perfil cromatografico foi separado em trés fracbes, Fracdo 1 (FrHB1), Fracdo 2
(FrHB2) e Fracdo 3 (FrHB3) que foram submetidas a dialise contra agua destilada,
liofilizadas e armazenadas sob congelamento a -80°C para posterior avaliacdo da
atividade bioldgica (crescimento de células McCoy e aceleradora da cicatrizagdo em

modelo animal).
3.3 Estudo do Crescimento Celular

Células fibroblasticas da linhagem McCoy foram mantidas em meio Eagle
com 10% de soro fetal bovino em estufa de cultura de células a 37°C (Devienne et
al, 2001).

ApOs ser realizada a tripsinizacdo, aliquotas de 0,2mL contendo
aproximadamente 10° células/mL foram adicionadas & placa de cultura de células de
96 pocos e incubadas durante 24 horas a 37°C. Passado o periodo de incubacéo, o
meio de cultura foi removido da placa e foi adicionado o meio de cultura utilizado
para manter as células modificado com diferentes concentracdes (0,01; 0,1 e 1%) do
soro total e das trés fracbes do latex da seringueira obtidos no processo de
cromatografia, assim como esse mesmo meio de cultura ndo modificado (Controle).
Foi realizada a incubacao por 24 horas em estufa a 37°C. Apds esse tempo, 0 meio
de cultura foi removido da placa e o crescimento celular foi detectado pelo ensaio de
Vermelho Neutro. As placas foram levadas a um leitor de microplacas e densidade
Otica foi medida a 540nm. A porcentagem de crescimento celular foi determinada

pelas absorbancias dos testes frente ao controle, segundo a equacéo abaixo (1):

absorbéancia,, x100

%crescimento = —
absorbancia

(1)

controle
3.4 Atividade Cicatricial em Camundongos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFTM sob o numero 352/2015.

Os materiais a serem testados Soro Total na concentracéo de 0,01% e FrHB1

nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 1% m/m foram incorporados ao gel base (Gel de
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Carbopol 2,5%). Ap6s o preparo, os géis foram mantidos sob refrigeracdo até o

momento do uso.

Foram utilizados 40 camundongos machos Balb-C, entre 7 e 9 semanas de

idade, divididos em 5 grupos contendo 8 animais em cada, distribuidos da seguinte

forma:
o Grupo 1: Camundongos com feridas tratadas com gel base
(Controle).
o Grupo 2: Camundongos com feridas tratadas com Soro Total na

concentracéo de 0,01%.

. Grupo 3: Camundongos com feridas tratadas com FrHB1 na

concentracdo de 0,01%.

. Grupo 4: Camundongos com feridas tratadas com FrHB1 na

concentracdo de 0,1%.

. Grupo 5: Camundongos com feridas tratadas com FrHB1 na

concentracdo de 1%.

Ao longo de todo o experimento os animais foram mantidos individualmente
em caixas de polipropileno, em sala com renovac¢éo constante de ar, a temperatura
de 22 a 243C e umidade entre 45 e 55%, submetidos a ciclo claro/escuro de 12/12
horas, com agua e racdo ad libitum.

Para a realizacédo das lesbes, os camundongos foram previamente pesados,
anestesiados com cloridrato de quetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina
(5mg/kg) e depilados manualmente. Posteriormente, incisdes circulares foram feitas
na pele do dorso dos animais recém-depilados, para isso a area previamente
depilada foi limpa com alcool etilico 70% e as lesdes realizadas com o auxilio de
uma tesoura afiada. As lesbes foram tratadas de acordo com o delineamento
experimental, observadas e fotografadas diariamente durante um periodo de 10
dias. No décimo dia os animais foram submetidos a eutanasia para a coleta do
tecido neoformado na area da lesdo. Os tecidos provenientes das lesdes foram
congelados em freezer -80°C para posteriores analises histoldgicas e determinacao
do conteudo de colageno.
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3.5 Andlise Morfométrica da Area da Lesao

As imagens obtidas a cada dia de tratamento foram analisadas por
morfometria com auxilio do software ImageJ versdo 1.50i para a obtencdo da area
das lesdes. Primeiramente, em <Set Measurements> no menu <Analyze>, o ImageJ
foi programado para calcular areas de imagens, habilitando a caixa “Area” (Figura
1A). Para abrir a imagem foi pressionado <Open> no menu <File> (Figura 1B). O
software foi calibrado baseando-se na distancia conhecida, com o uso da ferramenta
“Straight”, tragou-se uma reta correspondente a 10mm na régua (Figura 1C), no
menu <Analyze>, em <Set Scale>, a caixa “Know distance” foi preenchida com o
numero “10” e na caixa “Unit of lenght” digitado “mm”. A caixa “Global” deve sempre
estar habilitada. Foi realizada essa calibracdo para cada imagem analisada (Figura
1D). Utilizado a ferramenta “Wand (tracing) tool”, com grande tolerancia entre 15 e
20%, o contorno das ulceras foram tracados de acordo com sua coloracdo (Figura
1E). Por ultimo, obteve-se a area tragada em mmz? pressionando em <Measure> no

menu <Analyze> (Figura 1F).

File Edit Image Process Plugins Window Help Fieea
3 ilean gray vaiue!
| | £ |45
5 olc|o| </ &[] Measwe CTRIPACA VAN IS | b I Wodal g Edt Image Process Analze Plugins Window Help
ext tool (double-click to configure.  Analyze Particles I Win & max gray value [~ Centroid New rJAlalo|) o282 | |
Summarize I~ Center of mass I~ Perimeter O Ielec( jons (night click to switch)
Distribution I™ Bounding rectangle [ Fit ellipse gpm Next Ctri+Shift+O
Label I™ Shape descriptors [~ Feret's diameter Open Samples
RiS— [ Integrated density [~ Median D Racant
I Skewness I Kurtosis
Set Measurements. Import
I~ Areafraction I Stack position

Set Scale. Close Ctrisw
Calibrate... I Limitto threshold [ Display label Close All Ctri+Shift+W
Histogram Ctri+H I InvertY coordinates [~ Scientific notation Save Ctri+S
Plot Profie Cuk I Add o overtay I NaN empty cells Save As

Revert Cr+R
Surface Plot. Redirectto: [None =]
Ce Y Decimal places (0-9y [3 Page Setup
Yools » Print. Cti+P

OK | cancet| Heip
o | cm wen] |

File Edit Imag! Process Analyze Plugins Window Help

Ojojc|of <[\ |Ala|o|0] x=|/]0]7] | |»

[*Multi-point* or point (right click to switch. double click to configure)
4 6pg (16.7%) = D

4128x2322 pixels, RGB, 37MB
—

File Edt Image Process Plugins Window Help

Ojo/c|ofE &[5k measuwe cutem b 4|87

reehand selections Analyze Particles
Sy [E—
Di: n
Label Distance Inpucels: [270
Clear Resuts Sompdsiae [0
Set Measurements Pixelaspectratio [10

Aot [
Calibrate. Click to Remove Scale
Histogram Ctri+H ¥ (Gioval
Plot Profile Ctri+K Scale: 27 pixelsimm
Surface Plot
Gels » 0K | cancal| Hew |
»

Tools




28

Fie Edt Image Process ze Plugns Window Help
lo)a|o| <48 Ala|ol0) s8] | =] | ™ 21 s
/and (tracing) tool Moce: [Legay |

Ok | cancel|

File Edit Image Process EQ Plugins Window Help

clois|ol-| || TSR | ||| | |-
)

"Rectangular® or rounded rectangu| Analyze Particles...

Summarize

Distribution... X
Label File Edit Font Results

Clear Results [area | =
Set Measurements... 1os1mz2

Set Scale...

Calibrate...

Histogram Ctrl+H

Plot Profile Ctri+K =
Surface Plot... ol I_:

Gels »

Tools 4

Fig 1. Protocolo do calculo da &rea da lesdo usando o software ImageJ.

3.6 Andlise Histolbgica

Selecionaram-se as amostras de tecido neoformado dos dois camundongos
com melhor perfil de cicatrizagdo de cada grupo tendo como referéncia a analise das
imagens. Dessa forma, foram confeccionadas 10 laminas histolégicas em parceria

com o laboratdrio de Patologia Geral da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

O tecido neoformado de cada camundongo selecionado foi descongelado a
temperatura ambiente, fixado em formaldeido 10% durante 24 horas sob agitacdo
continua. Apos a fixacdo, os tecidos foram desidratados, embebidos em parafinas e
realizados cortes de 5um de espessura (Leite et al., 2015).

Foram utilizadas duas diferentes coloracdes para a confec¢cdo das laminas
histologicas: a coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE) a fim de analisar o tecido
neoformado assim como a proliferacdo de células inflamatérias; e a coloracao por
PicroSirius (PS), que fornece informac6es em relacdo a producdo de colageno. As
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laminas foram analisadas em microscopio éptico (Axiolab) e as imagens foram feitas
através de uma camera acoplada (Leica® DF C300FX).

3.7 Quantificacao do Teor de Coladgeno

A determinacdo do conteldo de colageno se deu a partir da dosagem de
hidroxiprolina e foi feito de acordo com Neuman e Logan (1950) e Edwards e O’Brien

(1980) com modificacdes, conforme descrito a seguir:

3.7.1 Preparacao dos Reagentes

e Cloramina T 0,05mol/L (preparada imediatamente antes do uso):

Pesou-se 0,14g de Cloramina T e se dissolveu, sob agitacdo, em 10mL de 4gua

destilada.
e Solucéo de Acido perclérico — aldeido (preparado até uma hora antes do uso):

Pesou-se 3g de p-dimetilaminobenzaldeido e adiciona-se 12 mL de isopropanol,
mais 5,2 mL de acido perclérico (70% v/v). Ao final, adicionou-se agua destilada até

alcancar o volume final de 20 mL.
e Solucdo tampéo (com validade de até 2 meses sob refrigeracao):

Pesou-se 8,31g de &cido citrico, 22 g de acetato de sédio.3H,0, 5,68g de NaOH
e se adicionou 2 mL de &cido acético glacial e 50 mL de isopropanol. Por ultimo,
adicionou-se agua até alcancar o volume de 250 mL e se ajustou o pH para 6,5 com
NaOH 1 mol/L.

3.7.2 Curva Padréo
Foi feita uma curva de calibragcdo pela diluicdo de uma solucdo de
hidroxiprolina com concentracdo conhecida. A curva possui seis pontos com

concentracdes que variam entre 1,25 pg/mL a 20 pg/mL.

3.7.3 Preparacéao do Tecido

O tecido foi hidrolisado adicionando-se 1mL de HCI 6 mol/L para cada 10 mg
de tecido e incubado por 48 horas a 50°C, passado o tempo de incubacgéo o pH foi
neutralizado com NaOH 1 mol/L e as amostras congeladas em freezer -80°C para

serem posteriormente liofilizadas.
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3.7.4 Dosagem de Hidroxiprolina

O conteudo previamente liofilizado foi ressuspenso em 1 mL de solucdo
tampéo, foi adicionado 1 mL de Cloramina-T e os tubos foram mantidos em repouso
por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo foi adicionado 1 mL da
solucéo de acido perclorico — aldeido e os tubos foram mantidos em banho-maria a
60°C por 15 minutos. Os tubos foram resfriados e realizada a leitura das
absorbancias a 550nm em espectrofotbmetro. Todas as determinagdes foram
realizadas em duplicata. A concentracdo de hidroxiprolina foi calculada pela

interpolacdo de pontos na curva de calibracao.
3.7.5 Determinacao do Teor de Colageno

A quantidade de hidroxiprolina foi convertida para seu equivalente de
colageno através da multiplicacdo pelo fator de converséo 7,46 e o teor de colageno

foi calculado segundo a relagao expressa a seguir (2) (Neuman e Logan, 1950).

[OHprolina] x 7,46 x100  (2)
m

%colageno =

Onde,
[OHprolina] = concentragao de hidroxiprolina em pg/mL;

m= massa de tecido hidrolisado em pg.

3.8 Dosagem de Enzimas e Citocinas
3.8.1 Processamento do Tecido

O tecido foi preparado para as analises em microtubos identificados de
acordo com o numero do camundongo e do grupo. Em cada microtubo foram
adicionados 500 pL de um inibidor de protease (ELCK e NP-40) e o fragmento de
tecido correspondente foi imerso nessa solucdo. O tecido foi triturado com um
triturador de tecido (TissueRuptor Steel Probe, QUIAGEN™), apds esse
procedimento as amostras foram mantidas no banho maria com gelo. Até a

dosagem de enzimas, citocinas e NO, as amostras foram mantidas em geladeira
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convencional entre 4 e 8°C. No momento da dosagem, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g durante 5 minutos e o sobrenadante ou homogenato do

tecido foram transferidos para uma placa de 96 pocos.
3.8.2 Dosagem de Citocinas

As citocinas foram quantificadas pelo método de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, BD Pharmigen™, San Diego, USA). Utilizou-se 50 pL do
homogenato do tecido obtido incubados em uma placa de 96 pocos contendo os
anticorpos de captura e deteccdo para TNF-a, IL-10 e IFN-y de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A revelacdo das reacbes se deu pela adicdo de
3,3,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) e foram interrompidas pela a adicdo de H,SO,4 2
normal (2N). A leitura foi realizada em espectrofotdometro a Lm-1450 nm — Lm-
2570nm.

3.8.3 Ensaio de Quantificacdo de Mieloperoxidase

A analise da atividade da enzima MPO nos tecidos neoformados foi realizada
para se determinar a quantidade de neutrofilos (Bradley et al., 1982; Krawisz et al.,
1984). O fragmento de tecido retirado do dorso dos camundongos foi centrifugado a
3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Desprezou-se o0 sobrenadante e o pellet foi
ressuspenso em solucéo tampéao contendo fosfato de sédio e EDTA com o auxilio de
um vértex. Foi adicionado uma solucao gelada de NaCl 0,2% para que ocorresse a
lise das hemacias. Foi realizada uma nova centrifugacdo e o pellet obtido foi
ressuspenso em uma solucdo tampdo contendo fosfato de sédio e Brometo de
Hexadecil-Trimetil Amonio 0,5% (H-TAB).

Para que a extracdo de proteinas dos fragmentos de tecido fosse finalizada,
as amostras foram congeladas a -20°C e descongeladas 3 vezes e posteriormente
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4°C. Para a realizacdo do ensaio
enzimatico foi utilizado o sobrenadante, adicionando-se 50 yL de amostra em uma
placa de 96 pocos. A reacao foi revelada pela adicdo de TMB e interrompida por

25uL de H,SO4 4 mol/L e realizada a leitura espectrofotométrica a 450 nm.
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3.8.4 Ensaio de Quantificacdo de Eosindfilo Peroxidase

A avaliacdo da atividade da enzima EPO nos tecidos coletados foi realizada
para a quantificacdo de eosindfilos (Strath et al., 1985). As amostras de tecidos
foram trituradas e centrifugadas a 1950 g durante 10 minutos a 4°C e o pellet sofreu
hidrolise por choque hipotonico. Esta suspensao foi novamente centrifugada e o
pellet ressuspenso em solugdo tampdo HBSS-HTAB. Foi realizado choque térmico
seguido por centrifugacdo e o sobrenadante foi utilizado para as reacdes. As
amostras foram incubadas em placas de 96 pocos contendo o-fenilenodiamina
dihidrocloro (OPD) durante 30 minutos a temperatura ambiente e em local escuro.
Interrompeu-se a reacdo com H,SO, 4 mol/L e a densidade Oética determinada a
492nm.

3.8.5 Avaliacdo da Producéo de Oxido Nitrico

Realizou-se a reacéo de Griess para a determinagcao da producdo de NO no
tecido neoformado obtido do dorso dos camundongos (Sa-Nunes, et al., 2007).
Nessa reacéo foi feita a quantificacdo de nitrito no sobrenadante do homogenato do
tecido como parametro indireto da producéo de NO, para tal 50 puL do sobrenadante
foi distribuido em placas de 96 pocos e em seguida ocorreu a adicdo de 50uL da
solucéo de revelacao na proporcao de 1:1 das solucdes A e B, sendo que a solugéo
A é composta de sulfamilamida 1% em H3;PO, 5% e a solucdo B de

Naftiletiienodiamino Dihidrocloridrico 0,1%.

A quantificacdo de NO foi dada pela absorbancia medida em
espectrofotometro no comprimento de onda de 554nm e a concentracdo foi

calculada a partir de uma curva padrao de NaNO; e expressos em pmol/L.
3.9 Anédlise Estatistica

Os resultados encontrados foram tabulados no programa Graphpad Prism
5.0, o qual foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Quando a distribuicéo
foi considerada normal e a variancia homogénea foram utilizados testes t
paramétricos ndo pareados ou ANOVA — One way seguido de comparagdo com o
grupo controle pelo método de Dunnett’'s. Nos casos em que a distribuicdo nao foi
Gaussiana foram utilizados os testes Mann Whitney (para 2 grupos) ou Kruskal-
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Walllis seguido por comparagao multipla de Dunnett’s, para 3 ou mais grupos. As

diferencas observadas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (5%).
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4 RESULTADOS

4.1 Separacdo das Fragdes do Soro Total do Latex por Cromatografia em
DEAE-Sepharose

Em uma primeira etapa de separacdo das fragbes do soro total do latex da
seringueira, material obtido pela coagulacao da borracha, foi utilizado cromatografia
em resina de DEAE-sepharose. Esta resina apresenta a caracteristica de se
comportar como uma trocadora aniénica. Apés a completa aplicacdo da amostra,
iniciou-se a eluicdo dos componentes do soro com o tampdo de equilibrio
(bicarbonato de amonio 0,01mol/L, pH 7,8) e, em sequéncia, com um gradiente
descontinuo de eluicdo nas concentracdes de 0,25; 0,5 e 1,5mol/L de NaCl no

mesmo tampdao de equilibrio descrito anteriormente.

1,600 - FrHB1

1,400 - ’ ‘

1,200 -

1,000 - FrHB2

0,800 -

Abs 280nm

0,600 - FrHB3

0,400 -

0,200 -

0,000
1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118 127 136

Tubos

Fig 2. Perfil cromatogréafico obtido a partir de uma etapa de purificagcdo do soro do latex natural da

seringueira em DEAE-sepharose em pH=7,8.

Foram obtidos trés picos e identificados como Fracdo 1 (FrHB1), Fracdo 2
(FrHB2) e Fragao 3 (FrHB3) (Figura 2). Tais amostras, correspondentes a cada uma
das fracOes, foram reunidas, dialisadas contra 4gua destilada e liofilizadas para

testes posteriores.
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4.2 Atividade Indutora da Proliferacao de Fribroblastos (McCoy) das Fracdes e
do Soro Total

Conhecendo a atividade cicatricial da FrHB1, onde ficou evidenciada sua
atividade proliferadora de células fibroblasticas (HEK293T) (Mendoncga, 2008), foi
realizado um ensaio para se determinar a atividade indutora da proliferacdo celular
de fibroblastos da linhagem McCoy. A linhagem McCoy foi adotada para se realizar
os estudos de proliferacdo celular por se tratar de uma cultura de células de fécil

padronizacdo e manipulagao.

O soro total do mesmo modo que as trés fracoes obtidas da cromatografia
foram testados em culturas de células McCoy e suas capacidades de induzirem a
proliferacdo celular in vitro foram avaliadas. O resultado dessa avaliacdo é

demonstrado da figura 3.

200 *

150

100

50

% de crescimento

Amostras

Fig. 3. Atividade indutora de proliferacdo de células McCoy em cultura. Foram realizados 3
experimentos individuais em triplicata. Os resultados sdo exibidos em média + desvio padrao (DP).
(* p<0,05).

O resultado demonstra uma indu¢cdo do aumento na proliferacdo celular
exercido principalmente pela FrHB1 na ordem de 47,1+11,3% para a concentragao
de 0,01%. Entre os materiais testados, se destacam também o Soro Total 0,01% e a
FrHB1 0,1%, com proliferacdo de 25,5+2,5% e 23,5t1,6% acima do controle,
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respectivamente. Houve uma proliferagcdo menos expressiva nas culturas celulares
tratadas com FrHB2 e Soro Total, ambos na concentracdo de 0,1%, dado que o
crescimento foi de 7,7+0,4% para FrHB2 0,1% e de 18,3+1,8% para o Soro Total
0,1%. Os demais materiais testados ndo demonstraram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. O estudo de proliferagédo celular por meio do ensaio de
Vermelho Neutro indicou que a FrHB2 a 1% e a FrHB3 nas concentragdes de 0,1 e
1% inibem a proliferacdo celular, na ordem de 7,045+2,2% e 27,0+7,1% para FrHB3
0,1 e 1%, respectivamente e 16,7+4,7% para FrHB2 1%, entretanto ndo houveram

evidéncias estatisticas que comprovem essa inibicao.

4.3 Atividade Cicatrizante do Soro Total e da FrHB1 em Modelo de Leséao

Cutanea em Camundongos

A média da area inicial das lesbes foi de 34,3t4,4mm2 e ndo houveram
diferencas estatisticas entre os grupos no dia em que se iniciou o tratamento. Pode-
se observar que nos dias 2 e 4 ap0s o inicio do tratamento ocorreu uma reducao
significativa na area da lesao entre o grupo tratado apenas com o veiculo (Grupo 1)
e 0s demais grupos, sobretudo em relagcdo ao Grupo 3, tratado com FrHB1 na
concentragdo de 0,01% m/m. No sexto e oitavo dias de tratamento € possivel
perceber uma maior efetividade da FrHB1 0,01% na diminuicdo da area ulcerada em
relacdo aos outros grupos estudados. Ja no ultimo dia de intervencado terapéutica,
nao existe evidéncia estatistica que comprove diferenca na area da lesdo entre os

cinco grupos (Figura 4A).

O grafico apresentado na figura 4B mostra a cinética do fechamento das
lesGes e observa-se a acdo da FrHB1 na concentracdo de 0,01% m/m na aceleragao
do processo cicatricial. Em todos os grupos ocorre uma queda mais acentuada na
area lesionada a partir do quinto dia de tratamento, sendo que apenas no Grupo 3,
tratado com FrHB1 a 0,01%, a area da lesdo é reduzida desde o primeiro dia de
tratamento e essa reducdo permanece constante ao longo dos dez dias, indicando
que a FrHB1 nessa concentragdo € mais eficiente no processo de reparo tecidual

uma vez que a cicatrizagao deu-se com maior celeridade.
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Fig. 4. (A) Medidas das &reas das lesBes ao logos dos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 e (B) cinetica de
fechamento das feridas ao longo do tempo de experimenta¢éo. Os resultados sao exibidos em média
+ desvio padréo (DP). (* p<0,05) n=8.

Observa-se a formacdo de crostas (Figura 5) em todos 0s grupos nhas
imagens capturadas no quinto dia de tratamento, jaA no décido dia de tratamento &
possivel perceber auséncia de crosta ou crosta mais ténue principalmente nos
grupos 2, 3 e 4, tratados com Soro Total (0,01%) e FrHB1 nas concentragcbes de

0,01% e 0,1% m/m, respectivamente.
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Dia 0 Dia 3 Dia 10

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Fig. 5. Seguimento clinico das lesdes cutdneas. O mesmo animal representando cada um dos grupos
(Grupo 1=Controle; Grupo 2=Soto Total 0,01%; Grupo 3=FrHB1 0,01%; Grupo 4=FrHB1 0,1%; Grupo
5=FrHB1 1%) fotografado nos dias 0, 5 e 10 apds a confeccao da Ulcera. (Barra de referéncia: 7mm).
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4.4 Andlise Histolbgica
4.4.1 Coloragao com Hematoxilina-Eosina

Identificou-se no Grupo 1, tratado apenas com o veiculo (Figura 6A)
reepitelizacdo da derme, com presenca de tecido de granulacdo com infiltrado
mononuclear tipico, além de neoangiogénese, j& no Grupo 2, tratado com Soro Total
0,01% (Figura 6B) além da reepitelizacdo e tecido de granulacdo, com menor
guantidade de infiltrado mononuclear, também foram observados vasos sanguineos
sendo formados. Na figura 6C, referente ao Grupo 3, tratado com FrHB1 0,01%,
pode-se observar um processo de reparo tecidual avancado por apresentar a
formacdo de anexos da derme (foliculos pilosos, por exemplo), além de
reepitelizacdo, angiogénese e tecido de granulacéo tipico. No Grupo 4, tratado com
FrHB1 a 0,1% (Figura 6D), foi observado a formacdo de um epitélio mais fino e
areas com infiltrado mononuclear mais pronunciado. Por fim, no Grupo 5, tratado
com FrHB1 na concentracdo de 1% (Figura 6E), foi constatado a presenca de

infiltrado mononuclear mais intenso, semelhante ao Grupo 4.
4.4.2 Coloracdo com PicroSirius

Observou-se no Grupo 1 (Figura 7A) fibras colagenas paralelas com arranjo
relativamente frouxo, enquanto que no Grupo 2 (Figura 7B) as fibras mostraram-se
desorganizadas e na area onde havia a presenca de infiltrado mononuclear a
producéo de colageno foi inferior. Na figura 7C, que concerne ao Grupo 3 (FrHB1
0,01%), nota-se fibras colagenas densas e bem organizadas, entretanto, em uma
pequena area com infiltrado mononuclear remanescente h4 menor quantidade de
colageno disposto de maneira desorganizada. Em relacdo ao Grupo 4, € possivel
observar colageno arranjado de forma mais densa na regido superficial e de maneira
desorganizada nas camadas mais profundas (Figura 7D), ja no Grupo 5 existe uma
grande area com infiltrado inflamatério e com pouca deposigédo de colageno (Figura
7E).
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Fig 6. Fotomicrografia das areas das lesfes tratadas topicamente, (A) Controle; (B) Soro Total 0,01%;
(C) FrHB1 0,01%; (D) FrHB1 0,1%; (E) FrHB1 1%, no 10° dia de tratamento coradas com
hematoxilina-eosina. Destaca-se a reepitelizagdo (R), angiogénese (A), infiltrado mononuclear (M) e

anexos (AN). (Aumento: 40x. Barra de referéncia: 200um).
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Fig 7. Fotomicrografia das areas das lesfes tratadas topicamente, (A) Controle; (B) Soro Total 0,01%;
(C) FrHB1 0,01%; (D) FrHB1 0,1%; (E) FrHB1 1%, no 10° dia de tratamento coradas com PicroSirius.
(Aumento: 40x. Barra de referéncia: 100um).

4.5 Quantificacdo do Teor de Colageno no Tecido Neoformado

Quanto ao teor de colageno estimado a partir da concentracdo de
hidroxiprolina, pode-se observar que todos os grupos tratados, tanto com Soro Total
0,01% quanto com todas as concentragbes de FrHB1, foram superiores quando
comparados ao controle, indicando maior producédo de colageno pelos fibroblastos
presentes do tecido neoformado. Destaca-se ainda uma maior porcentagem de
colageno nos tecidos tratados com FrHB1, sobretudo na concentracdo de 0,01%,
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sugerindo que essa fracdo tem a propriedade de induzir a producdo de colageno
pelas células fibroblasticas (Figura 8).
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Fig. 8. Teor de colageno nos tecidos neoformados das Ulceras apés 10 dias de tratamento. Os

resultados sdo exibidos em médiatdesvio padrédo (DP). (* p<0,05).
4.6 Quantificac&o de Citocinas, Enzimas e Oxido Nitrico

Na investigacao do efeito do uso do gel contendo diferentes concentragdes de
FrHB1 e Soro Total na producdo de IL-10, TNF-a, IFN-y, NO, EPO e MPO. Em
relagdo as citocinas, ndo houveram evidéncias estatisticas que comprovem

diferencas entre os grupos, como mostrado na figura 9.

Na figura 10, pertinente a dosagem de NO, EPO e MPO, é possivel constatar
uma grande disparidade entre os grupos estudados, entretanto no que cerne NO
ndo ha diferencas estatisticas significativas. Ocorre uma reducéo dos parametros de
MPO e EPO nos Grupos 2 e 3, tratados com Soro Total e FrHB1 ambos na
concentracéo de 0,01% m/m, por outro lado, o Grupo 5, tratado com FrHB1 a 1% se
mostrou aumentado em relagdo ao controle. N&o houve diferenca estatistica entre o

Grupo 4 e o controle.
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Fig. 9. Dosagem e IL-10, TNF-a e IFN-y no 10° dia de tratamento. Grupo 1: Controle; Grupo 2: Soro
total 0,01%; Grupo 3: FrHB1 0,01%; Grupo 4: FrHB1 0,1%; Grupo 5: FrHB1 1%. Resultado expresso

em médiatdesvio padrdo (DP) n=8.
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Fig. 10. Dosagem de Oxido Nitrico (NO), Mieloperoxidade (MPO) e Eosindfiloperoxidade (EPO) no
10° dia de tratamento. Grupo 1: Controle; Grupo 2: Soro total 0,01%; Grupo 3: FrHB1 0,01%; Grupo 4:
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FrHB1 0,1%; Grupo 5: FrHB1 1%. Resultado expresso em médiatdesvio padrao (DP) n=8. (* p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O latex oriundo da seringueira (Hevea brasiliensis) tem demonstrado ser um
material promissor para 0 uso como acelerador do processo de cicatrizagédo, devido
seu potente efeito angiogénico e anti-inflamatério, além de baixo custo para
obtencdo. Por essas razdes, estudos relativos as propriedades do latex da
seringueira, assim como compostos provenientes do mesmo, fazem-se necessarios.
A fim de compreender melhor os mecanismos de agdo que levam compostos
bioativos presentes no latex da seringueira a acelerarem o processo de reparo
tecidual, este trabalho utilizou um modelo experimental de ferida cutdnea em
camundongos, relacionando o tempo de cicatrizacdo da lesdo com a 0 aumento do
namero de fibroblastos, producéo de coldgeno, assim como a avaliacdo de citocinas

e enzimas presentes no processo inflamataorio.

bY

Analisando os resultados referentes a proliferacdo celular de fibroblastos
(McCoy), percebeu-se que a FrHB1 na concentracdo de 0,01% m/m induziu o
crescimento das células em 47,1+11,3% frente ao controle, sendo a fracdo e a
concentragdo que demonstrou os melhores efeitos nesse certame. Resultados
semelhantes foram descritos por Mendonca, 2008, onde essa mesma fragcédo do soro
do latex com a menor concentracdo testada (0,01mg/mL) apresentou os melhores
efeitos no crescimento de células semelhantes a fibroblastos primarios (HEK293T)
(Mendonga, 2008). Outro estudo analogo utilizou diferentes concentra¢des do soro
total do latex em uma linhagem de fibroblastos e observou um crescimento celular
onde foi aplicado o soro nas concentracdes de 0,1 e 1%, sendo esse crescimento de
9% e 5%, respectivamente (Leite, 2016). Neste estudo, foi demonstrado um
crescimento celular de 18,3+1,8% a mais que o controle quanto usado o soro total
0,1%, enquanto que a 1% nao houve diferenca estatistica. Em contrapartida,
utilizando de uma concentracdo mais baixa do soro total (0,01%) foi obtido um
resultado melhor em relacdo ao crescimento celular, aproximadamente 25,5% a

mais frente ao controle.

Quanto a atividade cicatrizante da FrHB1 e do Soro Total do latex da
seringueira, foi observado que a FrHB1 a 0,01% p/p reduziu significativamente a
area da lesdo ao longo de todos os dias de tratamento, demonstrando-se mais

eficiente que as demais concentracdes e materiais testados. Este resultado foi
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corroborado ao analisar os cortes histolégicos realizados no fragmento retirado do
dorso do animal ap6s os 10 dias de tratamento, percebeu-se que no grupo tratado
com a FrHB1 0,01% se encontrava com um processo de reepitelizacdo avancada e
ja apresentava anexos da derme, enquanto os demais grupos demonstraram um

processo de cicatrizagdo mais atrasado quando comparado ao grupo em questao.

Fazendo uso da mesma fracdo do soro do latex, Mendonca (2008)
demonstrou resultados semelhantes aos expostos neste trabalho. A fracéo
incorporada em carboximetilcelulose foi aplicada em orelha de coelho e apresentou
reducdo da area ulcerada a partir do terceiro dia de tratamento, sobretudo com a
concentracdo de 0,01% p/v (Mendonca, 2008). Utilizando o soro total do latex, da
mesma maneira descrita acima, a reducdo da area da lesdo se deu com mais
eficiéncia na concentracdo de 0,01% (Mendonca et al., 2010). Fazendo uso de uma
membrana de latex natural, politetrafluoretileno expandido e um fragmento de luva
cirargica, foi realizado um ensaio de atividade cicatricial em modelo experimental,
apresentando resultados promissores em relacdo a membrana de latex natural que
demonstrou uma maior formacdo de tecido macroscopicamente (Andrade et al,
2011).

by

No que se refere a producdo de colageno, a coloracdo com PicroSirius
demonstrou que em todos os grupos houve a formacgdo de colageno, em quantidade
e nivel de organizacao distintos. O grupo tratado com FrHB1 a 0,01% apresentou
uma deposicdo de colageno mais densa em relacdo ao demais grupos, entretanto o
colageno depositado se encontrava desorganizado em areas onde havia infiltrado
inflamatério. A determinacdo do teor de colageno nos fragmentos de tecidos,
calculado a partir da concentracdo de hidroxiprolina encontrada nos mesmos,
confirmaram o resultado descrito acima. Em todos os grupos houve a producao de
colageno, todos os grupos tiveram resultados superiores em relagcédo ao controle com
destaque para o grupo 3, tratado com FrHB1 0,01%, que aumentou a producéo de

coldgeno em aproximadamente 97% em relagdo ao controle.

As citocinas dosadas neste estudo ndo apresentaram evidéncias de
diferencas, provavelmente pela fase em que se encontrava a inflamacado. O mesmo
ocorreu na dosagem de oOxido nitrico. Dessa forma, seria necessario que fossem

realizadas as dosagens desses compostos em diferentes momentos do tratamento
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para que fossem obtidos resultados mais conclusivos. No tocante as enzimas
medidas, houve uma reducdo nos parametros de MPO e EPO nos grupos tratados
com Soro Total e FrHB1 na concentracdo de 0,01%, enquanto o grupo tratado com

FrHB1 a 1% esse parametro se encontrou aumentado.

Estudos recentes utilizando diferentes plantas medicinais para acelerar o
reparo tecidual relataram achados semelhantes ao deste estudo. Ao testar o extrato
etandlico da erva-de-passarinho (Struthanthus vulgaris) incorporado a uma pomada
base na concentracado final de 5%, ocorreu reducao significativa dos niveis de MPO
e NO até o 7° dia de tratamento, ja nas dosagens subsequentes, no 14° e 21° dia
ndo houveram diferencas estatisticas (Gramma et al, 2016). Em outro estudo
recente foi usado extrato de Leea macrophylla em carboximetilcelulose e foi relatada
a reducdo nos parametros de NO e MPO, principalmente quando o extrato foi

utilizado topicamente (Joshi et al, 2016).

Embora ndo existam diferencas estatisticas na medida das &reas da lesao
entre 0 grupo controle e os demais grupos em todos os dias de tratamento, a
imagem mostra que na cicatrizacdo com o soro total e FrHB1, ambos a 0,01%, h&a
um recobrimento tecidual da ferida, sugerindo recuperacao da lesédo enquanto que
as outras permanecem abertas. Além disso, a figura 4 mostra uma tendéncia de
reducdo da ferida quando tratada com FrHB1 0,01% , assim como a andlise
histol6égica comprovou um reparo tecidual avancado e maior producdo de colageno.
Estes fatos devem ser levados em consideracdo, pois para o tratamento em
humanos, se dando da mesma forma, a melhora de um dia é crucial para o conforto
e bem estar do paciente. Diante do exposto, podemos salientar ainda que sao
necessarios novos estudos com concentracdes mais baixas, assim como toxicidade
cronica e aguda, para se definir a dose minima eficaz e também a melhor

concentracao/resposta clinica.
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6 CONCLUSAO

A andlise conjunta dos resultados nos permite concluir que tanto o Soro Total
na concentracéo de 0,01% m/m quanto a FrHB1 em diferentes concentragdes, agem
de forma positiva no processo de cicatrizacdo, acelerando a regeneracédo do tecido
local e contribuindo para o fechamento da lesdo de maneira mais efetiva e rapida

quando comparado com o veiculo isolado.

Em relacéo ao crescimento de células fibroblasticas, este estudo demonstrou
que a FrHB1 0,01% aumenta de maneira significativa a quantidade de fibroblastos

em cultura.

Dentre as concentragdes de FrHB1 testadas, a menor concentragédo (0,01%
m/m) mostrou atividade mais favoravel no que se refere a reducdo do tempo de
cicatrizacdo, atividade essa confirmada nos cortes histologicos com estagio
avancado no processo de reparacéao tecidual, havendo inclusive o aparecimento de

anexos dérmicos.

Outro fator de notavel importancia € a producdo de coldgeno que esteve
aumentada em todos os materiais testados, com destaque para FrHB1 0,01%,
apresentado nas analises histolégicas e corroborada no calculo do teor de colageno

nos tecidos neoformados.

Existe uma provavel relacédo entre o crescimento de fibroblastos e aumento na

producédo de colageno e a consequente aceleracdo do processo de cicatrizacao.

As citocinas dosadas ndo apresentaram resultados conclusivos possivelmente

devido a fase do processo de cicatrizacdo em que foram analisadas.

Conhecendo a atividade cicatrizante do soro total e das fracbes do latex da
seringueira, descrita nesse estudo, faz-se necessario mais estudos para completa
compreensao de seu mecanismo de agédo, bem como estudos que envolvam outras
fases do processo de reparo tecidual, determinagdo de dose minima eficaz, testes
de toxicidade aguda e crbnica, estudo de caracterizacdo quimica, a fim de contribuir
com o estudo de viabilidade de elaboracdo de um fitoterapico a base de Hevea

brasiliensis.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo do efeito do soro total e de fragdes
cromatograficas obtidas do Latex Natural da Seringueira Hevea brasiliensis em modelo
de cicatrizagdo de ferida cutinea experimental.”, protocolo n° 352, sob a
responsabilidade de Ricardo José de Mendonga — que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro, em reunido de 27/11/2015.

Vigéncia do projeto 27/11/2015 a4 31/12/2016

Espécie/Linhagem Camundongos Isogénicos C57BL/6

N° de animais 84

Peso/idade 20 gramas / 50-60 dias

Género Fémeas

Origem Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo — USP,
Campus Ribeirdo Preto
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