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RESUMO

Calotropis procera é uma planta laticifera da familia Apocynaceae, origindria na India, muito
utilizada na medicina tradicional. Foram relatadas diversas propriedades farmacoldgicas das
proteinas soldveis do latex (PL) desta espécie, como atividades anti-inflamatdrias, analgésica,
antitumoral, anticancer, anti-hiperglicémica, antioxidante, entre outros. Recentemente, as PL.
foram utilizadas no desenvolvimento de um coalho para a producdo de queijo e no
desenvolvimento de uma biomembrana a base de dlcool polivinilico (PVA) para cicatrizagio
de feridas testadas em modelo animal. Apesar dos estudos realizados a respeito do potencial
para aplicacdo de PL como fitoterdpico e da seguranca ja relatada destas proteinas, o presente
estudo tem como objetivo aprimorar a avaliagdo das propriedades toxicoldgicas e alergénicas,
bem como obter um melhor entendimento da seguranca de uso de insumos produzidos a partir
de PL de C. procera. Para isso, foram realizados testes de toxicidade oral em camundongos
Swiss por 28 dias em trés doses distintas de PL (1000, 500 e 250 mg/mL). Em seguida, foram
analisados parametros bioquimicos, histoldgicos e hematoldgicos em busca de alteracdes que
pudessem indicar toxicidade. Foram realizados ensaios in vitro para verificar a estabilidade de
PL no trato digestivo, utilizando fluidos simulados de forma nao sequencial e sequencial. Para
investigar a alergenicidade das proteinas do latex, foi realizado um teste de contato (patch test)
em humanos com biomembranas a base de PVA (BioMem CpLP). Nas trés doses testadas para
toxicidade, ndo foi documentada, dentro dos parametros analisados, qualquer mudancga que
pudesse ter sido provocada por P como uma substancia toxica por via oral. Nos testes de
digestibilidade in vitro, PL se manteve estdvel durante a digestdo ndo sequencial e sequencial,
além de permanecer com a sua atividade proteolitica estdvel durante o processo. No teste de
alergenicidade, 52 voluntarios humanos participaram do estudo, onde 12% destes
apresentaram discreta reacdo alérgica na primeira fase, € 5% dos voluntérios que concluiram a
segunda fase apresentaram reacdo alérgica leve, sugerindo que PL ndo seriam seguras para uso
terapéutico. O estudo sugere que as proteinas do latex de C. procera sdo seguras para uso de

seu potencial terapéutico nessas condicoes.

Palavras-chave: alergia; biomembrana; digestibilidade; histopatologia; teste de contato.



ABSTRACT

Calotropis procera is a laticifer plant from the Apocynaceae family, native to India, widely used
in traditional medicine, where several pharmacological properties of the latex soluble proteins
(LP) of this species have been reported, such as anti-inflammatory, analgesic, antitumor,
anticancer, anti-hyperglycemic, and antioxidant activities, among others. Recently, LP was
used in the development of a rennet for cheese production and in the development of a polyvinyl
alcohol (PVA)-based biomembrane for wound healing, tested in an animal model. Despite the
studies conducted regarding the potential application of LP as a phytotherapeutic agent and the
already reported safety of these proteins, the present study aims to improve the evaluation of
their toxicological and allergenic properties, as well as to provide a better understanding of the
safety of biotechnological inputs produced from C. procera LP. To this end, oral toxicity tests
were performed in Swiss mice for 28 days at three different doses of LP (1000, 500, and 250
mg/mL). Biochemical, histological, and hematological parameters were then analyzed for
changes that could indicate toxicity. To assess the stability of LP, in vitro digestibility assays
were conducted in simulated gastric and intestinal fluids in both sequential and non-sequential
manners. To investigate the allergenicity of latex proteins, a patch test was performed in humans
using PVA-based biomembranes (BioMem CpLP). At the three doses tested for toxicity, no
changes were observed within the analyzed parameters that could indicate LP as an orally toxic
substance. In the allergenicity test, 52 volunteers participated in the study, with 12%
experiencing a mild allergic reaction in the first phase, and 5% of those who completed the
second phase also presenting a mild allergic reaction. These findings suggest that LP is safe for
therapeutic use. This study suggests that C. procera latex proteins are safe for their therapeutic

potential under these conditions.

Keywords: allergy; biomembrane; digestibility; histopathology; patch test.
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1 INTRODUCAO
1.1 Calotropis procera

Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton, € uma planta perene, do tipo arbustivo,
pouco ramificada, podendo alcancgar 3 a 4 metros de altura, pertencente a familia Apocynaceae.
Conhecida também como algoddo de seda, paninha de seda, queimadura e jacaina, sendo no
Ceard mais conhecida como citime, flor de seda e horténcia (Viana et al., 2017) (Figura 1).
Origindria da India, vem sendo disseminada pelo mundo como planta ornamental. E uma
espécie nativa de regides tropicais, mas pode ser encontrada em regides aridas e semidridas da
Asia, Africa e Sul da América, incluindo o Brasil (Radhaboy et al., 2019). Esta planta também
¢ conhecida pela intensa producdo de latex e seu crescimento ocorre em solos secos, arenosos
e em climas quentes, podendo crescer como erva daninha em terrenos agricolas (Tripathi et al.,

2022).

Figura 1 — Aspectos gerais da planta Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton.

i gD

Fonte: autoria propria

A. Planta; B. sementes ligadas a fios de seda liberados pelo fruto deiscente; C. Inflorescéncia.
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O latex produzido pela C. procera é rico em compostos bioativos como
cardenolideos, alcaloides, carboidratos, esteroides, terpenos, carbonatos organicos, além de
peptideos e proteinas como proteases cisteinicas, quitinases, osmotinas, inibidores de proteases
entre outros, fazendo deste litex uma potente fonte de compostos com atividades
farmacoldgicas (Freitas et al., 2011; Bankole; Thiemann, 2022).

O uso popular desta espécie pode combater sintomas de doencas como febre,
reumatismo, indigestao, tosse, resfriado, eczema, asma, elefantiase, nduseas, vomitos, diarreia
(ABHISHEK et al., 2010). Existe relatos no tratamento da hanseniase, doencgas de pele,
ulceras, hemorroidas, tumores, doencas do baco, do figado e do abdome (Kritikar; Basu, 1999).
Estudos fornecem evidéncias de suas propriedades antioxidantes, analgésicas, anti-
inflamatorias, antidiarreicas, anticonvulsivantes, antimalaricas, hepatoprotetoras,
antitumorais, antimicrobianas e antinociceptivas (Gilhotra; Ghule; Bairagi, 2018). Porém,
ainda sdo necessdrios muitos estudos para comprovar as atividades e a eficdcia e seguranca do
uso desta planta para fins terapéuticos.

A primeira atividade farmacolégica do latex de C. procera, comprovada
cientificamente, foi reportada por Kumar e Basu (1994), que mostraram seu potencial anti-
inflamatdrio ap6s inibicdo de edema de pata induzido por carragenina e formalina. Em seguida,
foi determinado o potencial angiogénico e mitogénico (Rasik et al., 1999). Em outro estudo
foi avaliado a acdo analgésica através da inibicdo de contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético em ratos (Dewan et al., 2000). Recentemente, o extrato metandlico do latex de
C. procera, foi eficaz em reduzir significativamente lesdes da mucosa do célon em ratos,

sugerindo ser promissor em tratamentos inflamatérios do c6lon (Kumar et al., 2019).

1.2 Proteinas do latex

O latex coletado de C. procera, quando processado, tem sua borracha separada das
proteinas soluveis, denominadas proteinas do latex (PL). Sabidamente, este material € rico em
proteinas, com uma frag@o proteica predominantemente composta por proteinas bésicas (PI >
6,0), com massas variando entre 5-95 kDa, sendo as de 26 kDa, aproximadamente,
majoritarias. Apresenta atividade quitinolitica e forte atividade proteolitica conferida pelas
proteases cisteinicas (Freitas et al., 2007).

A atividade farmacolégica destas proteinas tem sido exaustivamente estudada por
nosso grupo de pesquisa, que tem demonstrado que as proteinas do latex apresentam atividade

anti-inflamatdria por via endovenosa e atividade pré-inflamatéria (Alencar et al., 2006).
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Também foi observada atividade citotéxica em linhagens de células cancerigenas (Alzahrani;
Almalki; Rizgallah, 2019), atividade antitumoral avaliada em camundongos transplantados
com sarcoma 180 (Oliveiraet al., 2010), acao depressora sobre o sistema nervoso central (Lima
et al., 2010), acdo anticonvulsivante avaliada pelo modelo de convulsao induzido por
pentilenotetrazol (Lima et al., 2012) e indu¢do do controle glicémico avaliado tanto em animais
diabéticos (Oliveira et al.,, 2019) como em células de hepatocarcinoma humano HepG2,
sugerindo fortemente o uso medicinal dessas proteinas como terapia para preven¢do e/ou
tratamento do diabetes tipo 2 (Oliveira et al., 2021).

A atividade anti-inflamatdria das proteinas do latex foi documentada em diferentes
modelos inflamatérios. Camundongos Swiss tratados via intraperitoneal com PL resistiram ao
choque séptico de infeccdo letal com Salmonella enterica Typhimurium (Lima-Filho et al.,
2010) e exibiram atividades semelhantes a trombina e a plasmina, mantendo a homeostase da
coagulacdo em camundongos sépticos (Ramos et al., 2012). Além disso, protegeram os animais
da infec¢do por Salmonella em modelo de febre tiféide (Oliveira et al., 2012; Sousa et al.,
2020) e promoveram efeito protetor, anti-inflamatdrio e antioxidante em modelo experimental
de cancer colorretal (Kumar; Verma; Das, 2022). Também demonstraram capacidade anti-
inflamatdria no tratamento de mucosite oral e intestinal em modelo animal, sugerindo atividade
fitomoduladora dessas proteinas (Alencar et al., 2017; Ramos et al., 2020).

Outras atividades também foram identificadas, como acdo antiartritica,
antiedematogénica e antioxidante da subfragcdo de alto peso molecular das proteinas do latex
de C. procera em ratos (Chaudhary et al., 2015, Chaudhary et al., 2016), além de propriedades
imunomoduladoras que protegem contra infeccdes por Listeria monocytogenes (Nascimento
et al., 2016). Recentemente, corpos de inclusdao de uma proteina recombinante de latex de C.
procera produzida em E. coli preveniram a inflama¢do aguda de listeriose (Tavares et al.,
2022).

Uma biomembrana a base de élcool polivinilico (PVA), denominada BioMem
CpLP, foi desenvolvida como um sistema de liberacio de PL e demonstrou eficicia na
remodelacdo tecidual em camundongos, acelerando significativamente a cicatrizagdo de
feridas por meio da formacdo de novos tecidos (Figueiredo et al., 2014). Posteriormente, foi
avaliado o mecanismo de ac¢do dessa biomembrana na cicatrizacao das feridas, onde induziu a
migracdo de leucdcitos e o aumento de marcadores e mediadores da resposta inflamatdria,
atuando na fase inicial do processo inflamatério pela liberacdo de citocinas (Ramos et al.,
2016). Sendo o PVA um suporte inerte e absorvivel, que libera PL na forma ativa, essa

biomembrana se mostra adequada e promissora para processos fitoterapicos.
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Recentemente, mais uma caracteristica de PL foi explorada. Foi observado que
enzimas presentes nas proteinas do liatex de C. procera possuem capacidade de hidrolisar a
caseina do leite bovino, gerando um coalho para a producdo de queijo. Sabe-se que as
proteases, também conhecidas como peptidases, estdo envolvidas nesse processo e sao
amplamente utilizadas na industria de laticinios para essa finalidade. Devido a restri¢des de
consumo de alimentos que utilizam coalho animal por razdes dietéticas ou religiosas, ha um
interesse crescente na busca por enzimas coagulantes alternativas a quimosina. Embora outras
enzimas, como amilases (a-amilases e glicoamilases), lipases e pectinases, sejam utilizadas na
inddstria, as peptidases (quimosina, papaina, bromelaina e pepsina) representam cerca de 60%
do mercado (Gonzalez-Rabade et al., 2011; Vermelho et al., 2015).

Estudos recentes avaliaram fluidos laticiferos de diferentes espécies como novas
fontes de peptidases capazes de hidrolisar as proteinas do leite bovino. As peptidases de C.
procera foram capazes de hidrolisar totalmente as caseinas em 30 minutos a pH 6,5. Além
disso, as proteinas do soro do leite foram mais resistentes a protedlise por peptidases do latex,
mas, quando aquecidas no pré-tratamento, sofreram um maior grau de hidrolise e apresentaram
reduc¢do na antigenicidade residual dos hidrolisados.

Ensaios in vivo demonstraram que as proteinas do leite bovino hidrolisadas por PL
ndo induziram rea¢des imunes em camundongos alérgicos ao leite bovino, sendo comparaveis
a uma férmula comercial parcialmente hidrolisada. Portanto, essas peptidases sd@o enzimas
promissoras para o desenvolvimento de novas féormulas hipoalergénicas para criangas com
alergia ao leite (Oliveira et al., 2019).

Uma protease cisteinica isolada das proteinas de C. procera foi capaz de hidrolisar
a casefna de forma semelhante a quimosina bovina, demonstrando estabilidade a diferentes
fons metdlicos e alto indice de aceitacdo sensorial, revelando-se uma enzima alternativa a
quimosina (Silva et al., 2020). Essa proteina foi imobilizada em suporte de glioxil-agarose,
permitindo a reutilizagdo da enzima com eficiéncia por até cinco ciclos e estabilidade de
armazenamento de seis meses a 8°C, produzindo queijos de 6tima qualidade (Oliveira et al.,
2023).

Diante da vasta gama de atividades farmacoldgicas e do promissor arsenal
biotecnoldgico presente na fracdo proteica do latex de C. procera, torna-se necessario um
entendimento aprofundado sobre o0 uso seguro desse material. Para isso, os 6rgaos competentes
exigem mais andlises toxicoldgicas e alergénicas antes da aprovacdo de produtos derivados

dessas proteinas.
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1.3 Toxicidade

H4 uma intensa busca por fontes naturais com potenciais farmacoldgicos para
desenvolvimentos de medicamentos, porém nao € dada a devida importancia para os efeitos
causados por estas biomoléculas ativas (Heinrich et al., 2022). Apesar de serem naturais, estas
substancias devem ser utilizadas com responsabilidade, doses excessivas € uso
concomitantemente com outras drogas podem apresentar reacdes adversas (Saggar et al.,
2022). As plantas, por serem seres sésseis, desenvolvem defesas quimicas denominadas
toxinas, em plantas laticiferas especificamente, existe uma diversidade de metabdlitos
especializados como alcaléides, terpendides, fendlicos, cardenolideos que desempenham papel
defensivo contra herbivoros (Zhou et al., 2022). A presenca de cardenolideos podem afetar
crescimento e a oviposicdo de borboletas monarca, sendo fortes inibidores da fisiologia neural
e inibidores das bombas de sédio-potédssio (Agrawal et al., 2021).

Primeiros estudos de toxicidade de C. procera revelaram que o latex bruto desta
espécie por via oral, intravenosa ou intraperitoneal provocou a morte em cabras (Mahmoud et
al., 1979; El Badwi et al., 1998). Além disso, casos de envenenamento intencional utilizando
o latex de C. procera ja foram relatados (Rutten; Statius Van Eps, 1998; Kosaraju et al., 2015).

Estudos com o latex integro também foram feitos em ratos, Lima et al. (2011)
constataram que o latex integro de C. procera, possui propriedades cardiotoxicas e
hepatotoxicas apOs administragdo intraperitoneal. Fahim ef al. (2016) avaliaram os efeitos
toxicos do latex de C. procera e definiram DL50 do latex por via oral, em 1,32 mL/kg.
Complementarmente, Ahmed ef al. (2016) descreveram efeitos toxicos importantes de extratos
etandlicos de folhas e latex de C. procera em animais apds gavagem oral, com danos severos
ao coracdo e testiculos.

Recentemente, efeitos toxicopatoldgicos também foram estudados com extrato
etandlico de folhas e caules de C. procera em embrides de galinha e mostrou ser t6xico na
dosagem mais elevada testada, 100 mg/kg de peso do ovo (Tavakkoli et al., 2019).

Contudo, Singhal e Kumar (2009), avaliaram os efeitos toxicos de uma suspensao
aquosa do latex seca de C. procera, livre da borracha, sobre a fungdo hepética e renal de ratos.
A suspencao foi administrada por 45 dias, via oral, nas doses de 10, 100 e 400 mg/kg e nenhum
efeito adverso foi observado durante o periodo de tratamento. Desta maneira, o estudo sugere
que a fracdo da borracha seja a principal responsavel pelos efeitos toxicos.

Entre os constituintes do latex de C. procera, aproximadamente 85% € composto

de borracha e cerca de 10% de fracdo proteica solivel com proteinas de peso molecular
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variando entre 10 e 66 kDa. Dessa maneira supomos que a borracha pode ser responsavel,
pelo menos em parte, por alguns efeitos adversos relatados com o latex. (Freitas, 2006; Freitas
et al., 2007).

A remocao eficiente do contetddo de borracha ndo € uma tarefa trabalhosa no caso
do latex de C. procera e, portanto, isso ndo deve ser um impedimento para explorar
completamente os usos farmacoldgicos reivindicados para esta planta.

Muitas pesquisas produziram resultados preliminares sobre a avaliacdo de
toxicidade das proteinas do latex de C. procera. A toxicidade aguda foi determinada em
camundongos apds administracdo oral e intraperitoneal. A toxicidade aguda oral foi
investigada com doses elevadas de PL (5000 e 2000 mg/kg/pc) e ndo foi documentada alteracio
adversa em animais em termos de sobrevivéncia. Foi relatado que os animais exibiram apenas
alteracoes comportamentais discretas, de tempo limitado, e aumento de mondcitos no sangue.
Entretanto, quando animais foram tratados por via intraperitoneal com dosagens de PL de 150
mg/kg, foram documentadas mortes em 1 hora, enquanto que, com PL (75 mg/kg), houve 80%
de sobrevivéncia, porém com sinais de efeitos nocivos no peritonio. Em outra avaliacao, foi
observada tolerancia imunolégica oral quando PL foi avaliada por imunizagdo intraperitoneal
em ratos que receberam PL oralmente antes. Isso foi confirmado pela redugado de IgE e IgG no
soro, IL-4 e IFN-y nos homogenatos de bago e pela auséncia de sinais de anafilaxia (Bezerra
et al., 2017).

Por tanto, faz-se necessdario aprofundar os estudos acerca da toxidade oral de PL
devido ao potencial de PL na coagulagao de leite e fabricag@o de queijo (Silva et al., 2020). O
uso de PL como coagulante de leite a partir de enzimas do extrato das folhas C. procera
resultou na fabricacdo de queijo com boa aceitacdo sensorial ndo revelou efeitos adversos de
toxicidade até a dose mais alta testada, 134,2 mg/kg. Nao houve alteracdo nas analises
macroscopicas dos 6rgdos em comparacdo com o controle nem alteracdes no comportamento
dos camundongos, nenhuma morte foi registrada em 14 dias de avaliacio (Abebe; Emire,

2020).

1.4 Alergia

A alergia € uma resposta exagerada do sistema imunoldgico contra alérgenos,

substancias estranhas que podem entrar em contato com o organismo por diferentes vias,

respiratdria, cutanea ou por ingestdao. Cada organismo reage de maneira diferente frente a esses
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alérgenos, desde auséncia de reagdes a reacoes muito graves como anafilaxia, dependendo da
sensibilidade de cada organismo (Galli; Tsai Piliponsky, 2008).

A hipersensibilidade imediata, classificada como hipersensibilidade do tipo I, € uma
manifestacdo clinica da resposta imune contra moléculas estranhas, conhecidas como
alérgenos, que induzem a sintese de imunoglobulinas IgE (Dispenza, 2019). No primeiro
estdgio do desenvolvimento de doencas alérgicas ocorre uma fase de indu¢@o ocasionada pelo
antigeno, chamada de sensibilizacdo alérgica, em resposta, o corpo produz sistematicamente
anticorpos IgE associados a mastdcitos. Posteriormente, em um segundo momento de exposi¢ao
do individuo jé sensibilizado, mediadores sintetizados e pré-formados sao liberados provocando
uma reacdo inflamatdria sist€émica que caracteriza os sintomas clinicos da alergia (Gémez-
Casado; Diaz-Perales, 2016).

A dermatite alérgica de contato corresponde a uma reacdo inflamatdria cutanea
causada pelo contato com um agente externo caracterizada por lesdes como eritema, vesiculas,
papulas que podem ocorrer isoladas ou em associa¢do apds o contato direto ou indireto com
substincias que sdo prejudiciais a pele (Motta; Aun; Giavina-Bianchi, 2011). E mediada por
um mecanismo de hipersensibilidade do tipo IV ou tardia, e requer sensibilizacdo prévia do
individuo. A dermatite pode ser classificada como alérgica, na qual um mecanismo imunolégico
estd envolvido, ou apenas irritativo, quando nao ha uma sensibilizagao.

O teste de contato € o método mais eficiente para diagndstico da dermatite alérgica
de contato, sendo considerado padrio ouro para identificar hipersensibilidade tardia. E um teste
de investigagdo com protocolo estabelecido, onde € aplicado alérgenos no dorso superior do
paciente com o propédsito de desencadear uma reacdo localizada, seguido de uma primeira
leitura de 48 horas e uma segunda de 72 a 96 horas (Brar, 2021).

Este teste ndo € simples, porém depende de diversos fatores, como uma boa
avaliacdo do paciente considerando as diferentes fontes de exposicao a possiveis alérgenos, a
técnica correta do uso dos adesivos e os conhecimentos para interpretar adequadamente os
resultados e determinar sua relevancia. (Nixon; Allnutt; Diepgen, 2020).

Existe uma hip6tese que o aumento das doengas alérgicas estd associado a limpeza
excessiva durante os primeiros estigios da vida, entre outros fatores, como polui¢do do ar,
exposi¢do a substancias quimicas irritantes, diminui¢do da frequéncia da amamentagdo e
mudancas nos hdbitos alimentares. Certos estimulos, como infec¢des, podem ajudar no
desenvolvimento imunoldgico para um equilibrio sauddvel das respostas imunes. No entanto,
essa hipotese ndo explica em nivel molecular porque algumas proteinas sdo mais alergénicas

do que outras (Frei et al., 2012).
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Em plantas, também sdo encontrados alérgenos proteicos que induzem respostas
imunes mediadas por IgE, possuem estrutura tridimensional compacta, um elevado nimero de
pontes dissulfeto e glicosilagcdes que conferem estabilidade ao sistema gastrointestinal. Entre
eles, no grupo das PR-proteinas, (proteinas vegetais relacionadas a defesa) pode-se encontrar
algumas proteinas consideradas alérgenos. (Sinha et al., 2014). Dessa maneira, o latex mostra-
se uma fonte potencial de alérgeno, uma vez que € rico em PRs que realizam liga¢des cruzadas
com IgE devido a homologia com muitos alérgenos vegetais (Asero, 2011).

No latex da seringueira Hevea brasiliensis, essas proteinas associadas as particulas da
borracha e as proteinas citosélicas do soro somam um pequeno nimero de proteina que deu
origem ao problema de alergia ao latex reconhecido pela Unido Internacional de Sociedades
Imunoldgicas (IUIS) (Yeang et al., 2002). A partir do latex de Hevea brasiliensis foi elaborada
uma biomembrana vegetal usada como curativo para tulceras cutineas, onde foi avaliada em
relacdo a hipersensibilidade. Mostrou-se ser segura como curativo, pois nao induziu reacdes de
hipersensibilidade entre os voluntarios submetidos ao “patch test”, nem entre os usudrios da
biomembrana vegetal, como demonstrado clinica e imunologicamente pela dosagem de IgE
(Frade et al., 2011).

Ramos e colaboradores, 2007, avaliou o potencial alergénico da fragcdo proteica do latex
de C. procera (PL), que foi capaz de induzir respostas alérgicas com producdo de IgE e sinais
de anafilaxia, por imuniza¢do subcutinea, entretanto quando administrado por via oral, estes
parametros nao foram observados. Contudo, € importante avaliar o potencial alergénico através

do teste de contato para o uso seguro da biomembrana, BioMem CpLP, como fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a seguranca de uso das proteinas do latex de C. procera para o

desenvolvimento de insumos biotecnolégicos para alimentos e fitoterapia.

2.2 Objetivos especificos

. Obter as proteinas do latex de C. procera;

o Avaliar o perfil comportamental e sintomas de toxicidade em modelo animal
tratados com as proteinas do latex de C. procera em doses repetidas;

. Determinar parametros fisiol6gicos, bioquimicos e hematoldgicos de camundongos
tratados com as proteinas do latex de C. procera;

. Avaliar a suscetibilidade das proteinas do latex de C. procera frente a enzimas
digestivas in vitro em fluido géstrico e intestinal simulado de forma sequencial e
ndo sequencial;

. Estudar o potencial clinico de irritabilidade e sensibilidade cutinea de uma

biomembrana composta de proteinas do latex de C. procera;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Membrana de didlise com poro de exclusdao de 8.000 Da, marcadores de massa
molecular, persulfato de amonio, acrilamida, bis-acrilamida, glicerol, B-mercaptoetanol, azul
de bromofenol, DTT, dodecil sulfato de sddio (SDS), Coomassie brilhante-blue, pepsina (E.C.
3.4.4.1), pancreatina (E.C. 3.4.21.70) e tripsina (E.C. 3.4.2.1.4), Albumina Sérica Bovina
(BSA), heparina, Hematoxilina-eosina, formol, kits bioquimicos: aspartato aminotransferase
(labtest ref. 109), alanina aminotransferase (labtest ref. 1008), colesterol (labtest ref. 76), ureia
CE (labtest ref. 27), albumina (labtest ref. 19), proteinas totais (labtest ref. 99), fosfatase alcalina
(labtest ref. 79), creatinina (labtest ref. 127 ), acido turico (labtest ref. 140).

Cartela adesiva hipoalergénica para “patch test” com discos de papel de filtro de
1,0 cm?; Solucao fisioldgica estéril 0,9% (NaCl 0,9%); Camaras em fita adesiva hipoalergénica

para teste de contato e fitas semi-oclusiva ndo-permeavel hipoalergénica.

3.1.2 Material Vegetal

A coleta do latex de Calotropis procera foi realizada nas proximidades da praia do
Icarai e do Cumbuco, Caucaia-CE. A espécie, pertencente a familia Apocynaceae, foi
identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbdario Prisco Bezerra da

Universidade Federal do Ceara conforme a exsicata de nimero 32663.

3.1.3 Animais e alojamento

Os camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas nuliparas nao
gravidas, com peso variando entre 25 a 30 gramas, oriundos de coldnias do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard, foram utilizados para os ensaios de toxicidade. Os animais
foram mantidos na sala de experimentacdo animal do Laboratério de Plantas Laticiferas, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard. Foram
alojados em caixas de polipropileno a temperatura ambiente (22 + 3°C), umidade entre 50-60%

e com ciclo de luminosidade de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, recebendo ragdo e dgua a
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vontade. O periodo de aclimatacdo foi de 5 dias. Os animais foram designados aleatoriamente
para os grupos controle (salina) e tratamento (1000, 500 e 250 mg/kg). Os procedimentos
experimentais foram submetidos ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceard, sendo aprovados sob o nimero de protocolo n® 9812011019.
Os animais foram manipulados de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), e todos os esforcos foram feitos para minimizar o
distresse e sofrimento dos animais. Ao final dos protocolos experimentais, os animais foram
eutanasiados por exsanguinacdo sob anestesia intraperitoneal de xilazina (10 mg/kg) e

quetamina (100 mg/kg). As carcacgas foram recolhidas e incineradas pela empresa Engenium.

3.1.4 Voluntarios

Para as andlises de alergenicidade in vivo foram recrutados voluntdrios que
obedeceram aos critérios de inclusdo do experimento, detalhado em 3.1.4.1. Todos assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) para poderem participar do
Patch Teste, onde foi explicado detalhadamente todo o processo experimental, bem como
esquematizado com um cronograma (APENDICE B). Foi realizado uma entrevista com cada
voluntario, onde foi preenchido dados pessoais e algumas respostas especificas para pesquisa,
como: doengas existentes, antecedentes de hipersensibilidade, fototipo, uso de medicamentos
e antecedente de contato com a planta em estudo (AP]::NDICE o).

Os encontros aconteceram no Campus do PICI, no departamento de Bioquimica
ou no Campus do Porangabucu, no NPDM (Nicleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos). Um projeto foi submetido e aprovado ao Comité de Etica CEP (Comité de
Etica em Pesquisa) com o titulo “ESTUDO CLINICO DO POTENCIAL DE
IRRITABILIDADE E SENSIBILIZACAO CUTANEA DE UMA BIOMEMBRANA
COMPOSTA DE PROTEINAS ISOLADAS DO LATEX DE Calotropis procera”

3.1.4.1 Critérios de inclusdo para a participacdo da pesquisa

° Pessoas saudaveis;
. Pele integra na regido de teste;
. Concordancia em aderir aos procedimentos e exigéncias do ensaio e comparecer

nos dias e horarios determinados para as avaliagcdes;
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. Capacidade de consentir sua participacdo por escrito;

° Ambos os sexos (feminino e masculino);

. Idade de 18 a 60 anos;

° Fototipo (Fitzpatrick): I a IV, conforme a escala de Fitzpatrick (1979) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagao dos Fototipos, de acordo com a classificagao de Fitzpatrick

Fototipo  Resposta a exposi¢ao solar

I Queima-se sempre, nunca se bronzeia;

II Queima-se sempre, bronzeia-se minimamente;

III Queima-se moderadamente,bronzeia-se gradualmente;
IV Queima-se minimamente, bronzeia-se bem,;

A% Raramente se queima, bronzeia-se intensamente;

VI Nunca se queima, pele profundamente pigmentada.

Fonte: autoria prépria

3.1.4.2 Critérios de exclusdo para participacdo da pesquisa

. Marcas cutaneas na drea experimental que interfiram na avaliacdo de possiveis
reacoes;
. cutaneas (distirbios da pigmentac¢io, mas-formagdes vasculares, cicatrizes,

pilosidade, queimaduras solares);

. Dermatoses ativas (local ou disseminada) que possam interferir nos resultados do

estudo;
. Gestante, lactante ou conjuges de gestantes ou lactantes;

o Exposicdo solar intensa ou a sessdo de bronzeamento até 15 dias antes da

avaliacdo inicial ou durante o estudo;

. Previsao de exposicao solar intensa ou a sessdao de bronzeamento, durante o
periodo de conducao do estudo;

. Previsao de tomar banho de mar, piscina ou banheira, sessdo de sauna ou pratica

de esportes aquaticos ou que levem a suor intenso durante o estudo;
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Uso dos seguintes medicamentos de uso topico ou sistémico: imunossupressores,
anti-histaminicos, anti-inflamatorios ndo hormonais, e corticoides at€ 02 semanas
antes da selecdo;

Tratamento estético e/ou dermatoldgico corporal até 03 semanas antes da selecdao
ou durante o estudo;

Pessoas com dermografismo (doenca de pele caracterizada pela reagdo de
hipersensibilidade da pele quando riscada, raspada, esfregada ou de outra forma

traumatizada).

3.1.4.3 Critérios de descontinuacdo e retirada da pesquisa

Aplicar qualquer outro produto na regido experimental (dorso);

Realizar tratamentos estéticos ou dermatolégicos corporais;

Alterar tratamento hormonal;

Alterar método contraceptivo medicamentoso;

Tomar banho de mar, piscina ou se expor a sauna durante o estudo;

Retirar o teste de contato;

Usar roupas justas que possam remover o adesivo através de friccdo ou causar
vermelhidao;

Se expor a luz solar intensa prolongada e ndo se submeter a camaras de
bronzeamento artificial;

Utilizar  as seguintes ~ medicacdes: corticoides, anti-histaminicos,
imunossupressores, anti-inflamatérios ndo hormonais de uso continuo (este ultimo
acima de 3 dias; uso esporadico devera ser avaliado pelo investigador quanto a
exclusdo do estudo);

Faltar em mais de duas vezes alternadas desde que nao seja no primeiro dia da
pesquisa e no retorno apds o periodo de descanso;

Caso o participante deseje desistir de participar do estudo;

Caso participante precise iniciar tratamento com corticoide.
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3.2 Métodos

3.2.1 Coleta do ldtex

O latex de Calotropis procera foi coletado em dreas préximas ao litoral, sempre no
periodo da manha entre 7 e 9 horas. A coleta foi feita através de incisdes no dpice caulinar da
espécie, o latex foi recolhido em tubos de 50 mL, contendo 20 mL de 4dgua destilada, de forma
que o latex foi misturado imediatamente com a dgua na propor¢ao de 1:1 (v/v). A coleta de até
20 mL € obtida de um tnico exemplar da planta e se completa aproximadamente entre 10-15

min (Ramos et al., 2010).

3.2.1.1 Processamento do ldtex

Logo apds a coleta, o latex foi centrifugado a 10.000 x g por 20 min. a 4° C para a
remo¢do da borracha presente no material. O sobrenadante foi submetido a didlise em
membranas com poros de 8.000 Da, contra dgua destilada a 4°C durante trés dias (com trés
trocas de agua por dia, totalizando 9 trocas). Apos a didlise, foi realizado mais uma
centrifugacdo, nas mesmas condi¢des acima, para a obten¢do de um sobrenadante limpido e
completamente desprovido de borracha (Alencar et al., 2006). Esta fracdo, denominada
Proteinas do Latex (PL) foi submetida ao processo de liofilizagdo. Este material foi armazenado

em potes hermeticamente fechados a temperatura ambiente para posteriores andlises (Figura 2).

3.2.1.2 Dosagem de proteinas

O teor proteico, nas solugdes preparadas, foi estimado pelo método colorimétrico
descrito por Bradford (1976). Dessa forma, em tubos de ensaio, foi adicionado 2,5 mL do
reagente de Bradford a 100 pL. da amostra em diferentes concentracdes, agitando levemente.
Ap6s 10 min de repouso, as misturas foram submetidas a leituras por um espectrofotdmetro a
um comprimento de onda de 595 nm. A quantidade de proteinas foi estimada utilizando

Albumina Sérica Bovina (BSA) como referéncia padrao para a curva de calibracgao.
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Figura 2 — Esquema de obten¢do das proteinas do latex (PL)
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Fonte: Autoria prépria

3.2.1.3 Atividade proteolitica

O substrato inespecifico azocaseina foi utilizado para investigar a atividade
proteolitica das proteinas do latex (Freitas et al., 2007). Em um microtubo de 1,5 mL foi
colocado 40 puL da solugdo de proteina (1 mg/ mL em tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,0
com DTT 3 mM), posteriormente foi incubada por 10 min. para ativacdo das proteinas
cisteinicas. Em seguida, o volume foi ajustado para 300 uLL com o tampao fosfato de sédio 50
mM, pH 6,0 e foram adicionados 200 uL de azocaseina 1%, posteriormente, incubada por 30
min. a 37 °C, ap0s esse periodo a reacdo foi parada com acido tricloroacético 12% (TCA) e
centrifugada a 10.000 x g, 25 °C por 10 min. Transferiu-se 400 uL do sobrenadante para um

novo tubo e foi acrescentado 400 puL de hidréxido de sédio 2 N. Em seguida, a absorbancia foi
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medida no espectrofotometro a 440 nm. Ao branco, foi adicionada azocaseina apds a parada da
reacdo com TCA. Uma unidade de atividade foi definida com a quantidade de enzima capaz de

aumentar a absorbancia em 0,01.

3.2.1.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas do latex foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
em condicdes desnaturantes, seguindo Laemmli (1970), na presenca e auséncia de pB-
mercaptoetanol 5%. Foi utilizado gel de aplicacdo contendo 5% de poliacrilamida em tampao
Tris-HCI1 0,5M, pH 6,8 e SDS 1% e gel de separacdo contendo 15% de poliacrilamida tampao
de Tris-HCI 3M, pH 8.8, SDS 1%.

A eletroforese foi realizada sob corrente de 30 mA e 110 V, durante
aproximadamente 2 horas, utilizando a solucdo de Tris 0,025 M pH 8,3 contendo glicina 0,192
M e 0,1% de SDS como tampao de corrida. Ap6s a corrida o gel foi corado com solucdes de
Coomassie blue R-250 e descorado em solu¢do de acido acético, dgua destilada e metanol
(4:1:5, viviv).

Foram utilizados os seguintes marcadores moleculares para estimativa da massa
molecular: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0
kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4
kDa).

3.2.2 Toxicidade subaguda oral

Os testes de toxicidade subaguda foram realizados de acordo com as orientagdes
para testes de produtos quimicos da OECD, nimero 407, 3 de outubro de 2008, com
adaptacdes, que consiste em um estudo de toxicidade oral de 28 dias de dose repetida em
roedores e fornece informagdes sobre possiveis riscos para saide que podem surgir de repetidas
aplicagdes durante um periodo limitado (OECD, 2008).

Para o teste de toxicidade foram utilizados 36 camundongos Swiss, de 8 a 9
semanas de vida, sendo 6 machos e 6 fémeas, para cada tratamento e controle, mantidos nas
condicdes ja descritas. Os animais foram tratados por gavagem diariamente por 28 dias com
PL nas doses 1000 mg/ kg, 500 mg/ kg e 250 mg/ kg, no grupo controle foi administrado apenas
o veiculo (salina 0,9 %), os animais foram observados diariamente para deteccao de sinais de

toxicidade, morbidade e mortalidade.
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Ao longo do experimento, os animais foram pesados e avaliados quanto ao
consumo de dgua e ragcdo a cada 3 dias. No vigésimo nono dia, os animais foram anestesiados
para retirada de sangue (submetido a andlises hematoldgicas e bioquimicas) sendo, em seguida,
eutanasiados. Além de sangue, foram também retirados o figado, bago, rim direito e esquerdo,
timo, intestino, estdmago, pancreas, coracao e pulmdes, os quais foram analisados quanto a
presenca de alteracdes macroscopicas, pesados para determinacdo do seu peso relativo e

submetidos a andlises histopatolégicas.

3.2.2.1 Andlise hematologica

Amostras de sangue dos camundongos, tratados e controles, previamente
anestesiados, foram coletadas via plexo retro-orbital em diferentes tubos contendo o
anticoagulante heparina. As anélises hematoldgicas foram realizadas utilizando um analisador
hematoldgico semiautomatico (scil Animal Care Company, Gurnee, IL, USA), avaliando os
seguintes parametros: WBC (leucdcitos totais, 10° células/L), LYM (linfécitos totais, 10°
células/L), LY% (percentual de linfécitos), RBC (eritrécitos, 1012 células/L), HGB
(hemoglobina, g/dL), HCT (hematdcrito, %), MCV (volume corpuscular médio, fL), MCHC
(concentragao de hemoglobina corpuscular média, g/dL) e PLT (plaquetas, 10? células/L).

3.2.2.2 Andlise bioquimica

Aliquotas de sangue dos camundongos tratados e controles foram coletadas em
diferentes tubos sem o anticoagulante. Estes tubos foram centrifugados a 3.000 x g por 15
minutos para separagdo do soro. Parametros clinicos foram mensurados seguindo os protocolos
estabelecidos em cada kit, incluindo: aspartato aminotransferase (AST, U/ L), alanina
aminotransferase (ALT, U/ L), colesterol (mg/ dL), ureia (mg/ dL), albumina (g/ dL), proteinas
totais (g/ dL), fosfatase alcalina (U/ L), creatinina (mg/ dL), 4cido trico (mg/ dL), glicemia
(mg/ dL).
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3.2.2.3 Peso dos orgdos

Orgdos vitais incluindo figado, baco, rim direito e esquerdo, timo, intestino,
estdmago, pancreas, coracdo e pulmdes foram pesados individualmente e o peso relativo de
cada 6rgao foi calculado através da férmula:

peso do 6rgao

Peso Relativo = - x 100
peso do animal

3.2.2.4 Histopatologia

Orgios vitais como, figado, bago, rim direito e esquerdo, timo, intestino, estdmago,
pancreas, coracdo e pulmoes foram extraidos dos animais e fixados em formol-tamponado
10%. O material foi desidratado e diafanizado antes da inclusdo em parafina para corte no
micrétomo, onde cortes de 5 um de espessura foram montados em lamina de microscépio.
Hematoxilina-eosina foi utilizada para corar as laminas para as avaliagdes microscopicas.
Lesoes microscOpicas foram descritas, bem como sua incidéncia e grau de severidade como

inflamacdo, necrose e fibrose.

3.2.3 Suscetibilidade a digestao in vitro

3.2.3.1 Digestibilidade ndo sequencial

Para avaliar a suscetibilidade a digestdo in vitro de PL de acordo com Farias et al.
(2015b) e Fu; Abbott; Hatzos (2002), com algumas modifica¢des. As amostras foram incubadas
individualmente em fluido géstrico simulado (FGS) e no fluido intestinal simulado (FIS). Desta
maneira, PL (5 mg/ ml) foi incubada em FGS (NaCl 34 mM, 0,7% HCI, pH 2,0 e 1 mg/ mL de
pepsina) a 37 °C. Ap6s 15, 30, 60, 120 minutos de incubagdo, o material digerido em FGS foi
adicionado ao tampao de parada (2% SDS, 10% glicerol, 6% p-mercaptoetanol, 0,01% azul de
bromofenol, 200 mM DTT e 500 mM Tris-HCI pH 2,0). Enquanto o material digerido em FIS
foi fervido por 5 minutos para parada da reacdo. Para avaliar a digestibilidade, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e Tricina. Um gel de
poliacrilamida 17,5% por 5% foi preparado e as amostras da digestdao foram corridas em

Tampao Tris-Tricina-SDS a 10 °C a 300 V, 55-75 mA por gel.
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3.2.3.2 Digestibilidade sequencial

Uma solucdo de PL a 4 mg/ mL foi digerida sequencialmente por pepsina em pH
2 por 2 horas na fase de fluido gastrico simulado, em seguida por tripsina em pH 6,5 por 2,5h
a 37 °C na fase de fluido intestinal simulado. As enzimas foram adicionadas numa razdo 13:1
(enzima: substrato). Apds as 2h de digestdo no fluido géstrico, foi recolhida uma aliquota para
andlise por eletroforese e a reagdo teve o pH ajustado para 6,5 com adi¢do de Tris 1M pH 8,0.
Aliquotas de 200 pL foram coletadas ap6s 2h e 4,5h e transferidas para um tampao de parada,
a digestibilidade de PL foi monitorada por Tricine-SDS-Page como descrito anteriormente

(VERMEIRSSEN et al, 2004).

3.2.4 Alergenicidade

3.2.4.1 Patch Test

Toda a participagc@o na pesquisa foi de cariter voluntario, confirmada pelo Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado. Neste documento, todos os aspectos
relacionados a pesquisa foram explicados ao participante antes da assinatura, sendo elaborado
de acordo com as especificacOes das Boas Praticas Clinicas (BPC), da Resolucao do Conselho
Nacional de Saide (CNS) n° 466/2012 e das exigéncias regulatdrias internacionais do
Conselho Internacional sobre Harmonizacdo de Requisitos Técnicos em Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano (ICH).

Para o teste tépico de alergenicidade, dividido em duas fases (Fase de indugdo e
Fase desafio) os voluntérios foram sensibilizados, na fase de inducdo, e entraram em contato
com uma biomembrana composta por PVA e PL, denominada BioMem CpLP, que foram
aplicadas trés vezes por semana na regido superior do dorso direito dos voluntérios, durante
trés semanas consecutivas, em dias alternados, totalizando nove aplicagdes. A biomembrana
foi removida a cada 2 dias ap6s sua aplicacdo pelo responsdvel da pesquisa, a cada remocao
apos o intervalo de 30 min houve uma leitura, e em seguida foi feito a aplicacdo de uma nova
biomembrana no mesmo local, as observacdes e avaliacdes foram documentadas (APENDICE
D) e registradas com fotos (Walberg; Magnus, 2006) (Figura 3).

Ap6s a fase de indugdo, houve um periodo de repouso de, no minimo, 10 dias,

quando nenhuma biomembrana foi aplicada.
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ApOs esse repouso, os participantes retornaram para nova aplicacdo do produto, foi
feito uma aplicacdo em uma nova érea do dorso, lado esquerdo na regido superior, utilizando
camaras em fitas adesivas hipoalergénicas para teste de contato, onde foi colocado 20 pL de
PL (10% p/v) com o auxilio de um disco de papel filtro e para o controle negativo foram
utilizados PVA 1% p/v e solugdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) (Figura 3).

Ap6s um periodo de 48 horas em contato com a pele, na fase de desafio, a fita foi
removida e, ap6s um intervalo de 30 minutos, as dreas de possiveis lesdes foram avaliadas.
Uma segunda leitura foi realizada apds 72 horas. Imagens digitais foram registradas em cada

fase do procedimento.

Figura 3 — Fotografia do dorso de um voluntario nas duas fases da pesquisa

Fonte: Autoria prépria

Fotografia representativa do dorso do voluntario; A- primeira fase da pesquisa, a biomembrana de
PL (BioMem CpLP) e o controle anexados ao lado direito do dorso por 3 semanas com leituras
feitas a cada 2 dias; B — segunda fase da pesquisa, onde foi aplicado cAmaras adesivas para teste
de contato contendo, PL, PVA e H»O por 48h de contato.

Durante as leituras, a escala de avaliacdo preconizada pelo Grupo Internacional
Investigador de Dermatites de Contato - ICDRG - (Spiewak, 2008), foi utilizada para avaliar
os efeitos da biomembrana. Para a analise dos resultados foi adotada uma escala diferente, com

valores equivalentes a escala do ICDRG, como mostra a tabela 2.



Tabela 2 — Escala de avaliacdo de investigacdo de dermatites de contato
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Escala adotada na pesquisa Escala ICDRG
Simbolo Descricdo Simbolo Descricdo
X Nao aplicado / Nao realizada leitura
F Falta Sem equivaléncia
R Retirado da Pesquisa
-ou Sem alteracdes cutineas
Inflamacdo limitada a area
~ . exposta. Nenhuma infiltracao.
0 Reacdo ausente (teste negativo) P L. jrag
IR Pequenas petéquias. Pustulas.
Eflorescéncias diferentes de
pépulas ou vesiculas.
Eritema Leve (ndo hd evidéncia de .
1 e . T+ Eritema leve
sensibilizacdo - teste negativo)
Eritema palpavel.
) Eritema Nitido (reacdo de sensibilizagdo + Edema/infiltrado moderado.
fraca — teste positivo) Pépulas poucas ou ausentes.
Vesiculas ausentes.
. , ~ Infiltrado forte. Papulas em
Eritema + Edema + Pépulas (reacdo de . pulas
3 e . ++ grande quantidade. Vesiculas
sensibilizacdo forte — teste positivo)
presentes.
Eritema + Edema + Pépulas + Vesiculas .
~ et Vesiculas coalescentes.
4 (reacdo de sensibilizag@o extrema — teste +++

positivo)

Bolhas. Ulceragao.

Fonte: autoria prépria
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil eletroforético das proteinas do latex de Calotropis procera e atividade

proteolitica

O perfil eletroforético das proteinas obtidas pelo processamento do latex de
Calotropis procera (PL) estd representado na figura 4. O perfil eletroforético da amostra sem
-mercaptoetanol apresentou bandas com diferentes massas moleculares, mas quando tratada

com B-mercaptoetanol apresentou bandas reduzidas, com pesos moleculares abaixo de 30 kDa,

Figura 4 — Eletroforese unidimensional das proteinas do latex em condi¢des redutoras e nao

redutoras
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Fonte: autoria prépria
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS PAGE), MM: marcadores de massa molecular; -f: PL sem
presenca de B-mercaptoetanol; +fB: PL na presenca de -mercaptoetanol.

4.2 Toxicidade subaguda oral

Calotropis procera tem uma baixa toxicidade por via oral quando realizado o
estudo de toxicidade aguda de 14 dias, se enquadrando na classe 5, baixa toxicidade, substancia
com DL50 superior a 5000 mg/kg (Bezerra et al, 2017). Durante o experimento em nenhuma
das dosagens testadas de PL (1000mg/kg; 500mg/kg e 250mg/kg), algum animal veio a 6bito.

Nao houve alteragdo comportamental ou sinal de toxicidade nos animais durante o periodo de
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andlise. O peso dos animais foi avaliado antes e durante o decorrer do experimento, a cada 7
dias. A perda de peso em uma avaliacdo clinica é considerada como um sinal de toxicidade,
contudo mesmo na dosagem de 1000 mg/kg nao houve perda de peso quando comparado ao
grupo controle (Figura 5). O consumo de dgua e racdo foram mesurados a cada 3 dias e teve

um padrdo semelhante ao grupo controle (Figura 6).

Figura 5 — Peso corporal de camundongos tratados via oral com diferentes concentracdes de PL

durante 28 dias
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Fonte: autoria prépria

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados por via oral com diferentes concentra¢des de proteinas do latex (PL)
de Calotropis procera durante 28 dias. Controle: animais que receberam salina; 1000, 500 e 250 mg/kg: animais
que receberam os respectivos valores de PL. A cada 7 dias, os animais foram pesados. Valores expressos como
média + erro padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) realizado comparando os grupos tratados com o controle.
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Figura 6 — Consumo de racdo e dgua de camundongos tratados com diferentes concentragdes

de PL durante 28 dias
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Fonte: autoria prépria

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados por via oral com diferentes concentra¢des de proteinas do latex (PL)
de Calotropis procera durante 28 dias. Controle: animais que receberam salina; 1000, 500 e 250 mg/kg: animais
que receberam os respectivos valores de PL. A cada 3 dias, o consumo de dgua e ragdo foi registrado. Valores
expressos como média + erro padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) realizado comparando os grupos tratados
com o controle.

Nao houve mudangas macroscépicas nas estruturas dos 6rgados, porém houve
aumento significativo no peso do figado dos animais machos nas dosagens 250 e 500 mg/ kg
e fémeas na dose de 250 mg/ kg. Houve diminuicao no peso dos intestinos nas doses 250 e 500
mg/ kg nos machos e na dose de 250 mg/ kg nas fémeas quando comparados ao controle
(Tabela 3).

Foram analisadas as microestruturas dos oOrgdos através de andlises

histopatoldgicas para os tratamentos e controle. Nao houve alteracao como necrose, inflamacao
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ou fibrose nos 6rgios analisados, exceto nos pulmdes, onde foi visto uma inflamacdo nos
grupos 250 mg/ kg e 1000 mg/ kg dos machos com focos de pneumonite. Além disso, no grupo
de 1000 mg/kg foi visto congestdo acentuada no figado e nos pulmdes de machos e fémeas,
além de hiperplasia das Placas de Payer nos machos (Figuras 7, 16). No grupo de 500 mg/kg
foi detectado uma degeneracdo hidrépica nos rins e figado dos machos e no figado das fémeas
(Figuras 7, 9, 10). No grupo de 250 mg/kg foi visto uma congestdo acentuada no bago e nos
pulmdes de machos e fémeas, edema leve no miocardio; histicitose no bacgo e hiperplasia das
Placas de Payer no intestino das fémeas (Figuras 8, 12, 16, 15), os demais 6rgaos ndo tiveram

diferenca em relacdo ao controle (Figuras 11, 13, 14).
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Tabela 3 — Pesos relativos dos 6rgaos de camundongos tratados via oral com diferentes concentragdes de PL

Controle 1000 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
Peso corporeo (g) 26,00 + 0,71 2229 + 0,68 2690 <+ 0,69 2200 <+ 0,77
Peso relativo:
Figado 4435 + 1,92 46,78 + 1,15 4431 =+ 1,69 4648 + 1,14
Baco 323 + 0,14 381 =+ 0,26 339 + 0,34 459 + 035
Rim direito 7,12 + 0,20 6,15 £ 0,35 782 £ 0,65 595 + 0,18
Rim esquerdo 6,79 + 0,21 599 + 021 7,03 + 0,25 6,02 + 0,12
Timo 1,66 + 0,10 2,31 + 0,10 1,97 + 0,16 2,55 + 0,19
Intestino 53,16 + 274 57,86 =+ 450 5646 + 253 5926 <+ 3,02
Estomago 8,11 =+ 0,48 852 =+ 0,17 7,30 + 0,40 9,77 + 0,54
Pancreas 854 =+ 043 749 + 0,48 780 + 0,64 1022 <+ 0,87
Coracao 4,10 + 0,07 4,10 + 0,06 4,11 + 0,08 4,17 + 0,08
Pulmoes 459 + 0,14 504 + 0,16 449 + 0,20 506 + 0,11
500 mg/kg 250 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
Peso corporeo + + + +
(g) 26,67 0,61 23,17 0,60 27,67 0,61 22,00 0,52
Peso relativo:

Figado 46,51 <+ 0,73* 4140 <+ 1,09 5029 + 1,18 4459 + 197
Baco 3,17 += 0,14 349 + 0,14 371 = 0,19 395 £+ 0,36
Rim direito 6,94 <+ 0,13 573 + 0,19 6,88 + 0,20 588 £ 0,23
Rim esquerdo 6,79 =+ 0,19 589 + 0,23 7,30 = 0,10 574 £+ 0,15
Timo 1,65 + 0,13 290 + 0,18 1,78 £ 0,06 3,01 = 0,23

Intestino 4598 + 1,59*% 50,29 + 055 43,80 + 1,88% 54,10 <+ 2722%
Estomago 7,67 + 0,23 8,26 + 0,28 821 =+ 0,28 8,62 =+ 049
Pancreas 7,71 £+ 0,53 6,82 + 0,46 8,16 + 0,58 8,66 <+ 091
Coracao 386 <+ 0,08 421 + 0,15 405 = 0,10 424 + 0,18
Pulmées 493 + 0,30 580 £ 0,60 465 + 0,16 427 + 0,77

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados por via oral com diferentes concentra¢des de proteinas do latex (PL) de Calotropis procera durante 28 dias. Controle: animais que
receberam salina; 1000, 500 e 250 mg/kg: animais que receberam os respectivos valores de PL. No dltimo dia os animais foram eutanasiados e foi realizada necrépsia completa
e medicdo do peso de dez 6rgdos (figado, bago, rim direito e esquerdo, timo, intestino, estomago, pancreas, coracdo e pulmdes). O valor do peso corporal de cada animal foi
dividido pelo peso dos respectivos 6rgaos para obter a razdo de peso corpo/ 6rgdo. Valores expressos como média + erro padrdo. Andlise de variancia (ANOVA) realizado
comparando os grupos tratados com o controle. * diferenca estatistica com p < 0,05.
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Figura 7 — Cortes histoldgicos dos tecidos do figado de camundongos tratados via oral com PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do figado de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos) e

proteinas do latex PL nas concentragdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E -

fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 8 — Cortes histolégicos dos tecidos do baco de camundongos tratados via oral com PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do bago de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos) e

proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E -
fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos). Histiocitose (B, D, F, G, H, setas

brancas).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 9 — Cortes histoldgicos dos tecidos do rim direito de camundongos tratados via oral com

PL
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500 mg/ kg 1000 mg/ kg

250 mg/ kg

Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do rim direito de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos)

e proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E

-fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 10 — Cortes histolégicos dos tecidos do rim esquerdo de camundongos tratados via oral

com PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do rim esquerdo de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas ¢ B -

machos) e proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500

mg/ kg (E -fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 11 — Cortes histoldgicos dos tecidos do timo de camundongos tratados via oral com PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do timo de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos) e

proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E -
fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos). Hiperplasia linfocitaria (A, seta preta).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pum.
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Figura 12 — Cortes histoldgicos dos tecidos do intestino de camundongos tratados via oral com

PL

500 mg/ kg 1000 mg/ kg Controle

250 mg/ kg

Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do intestino de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos)

e proteinas do latex PL nas concentra¢des: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E
-fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos). Hiperplasia das placas de payer (D

e G, cabeca de seta preta).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 13 — Cortes histolégicos dos tecidos do estbmago de camundongos tratados via oral

com PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do estdbmago de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos)

e proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E

-fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 14 — Cortes histolégicos dos tecidos do pancreas de camundongos tratados via oral com

PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do pancreas de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos)

e proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E

-fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 15 — Cortes histoldgicos dos tecidos do coracdo de camundongos tratados via oral com

PL
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Fonte: autoria prépria.
Histopatologia do coragdo de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos) e

proteinas do latex PL nas concentracdes: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E -
fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos). Edema (G, cabega de seta branca).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.
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Figura 16 — Cortes histolégicos dos tecidos dos pulmdes de camundongos tratados via oral com

PL

Machos
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250 mg/ kg

Fonte: autoria prépria.
Histopatologia dos pulmdes de animais tratados via oral, grupo Controle (A - fémeas e B - machos)

e proteinas do latex PL nas concentra¢des: 1000 mg/ kg (C - fémeas e D - machos); 500 mg/ kg (E
-fémeas e F- machos) e 250 mg/ kg (G - fémeas e H - machos). Pneumonite (H, estrela preta).
Todas as imagens estdo na mesma escala, a barra preta no canto inferior esquerdo representa 250

pm.



50

Para os parametros hematoldgicos foi avaliada a quantidade de leucdcitos totais,
linfécitos totais, percentual de linfécitos, hemoglobina, hematdcritos, volume corpuscular
médio, hemoglobina corpuscular média e plaquetas; o nimero de plaquetas aumentou
significativamente nos grupos 1000, 500 e 250 mg/ kg quando comparado ao controle (Tabela
4).

Os parametros bioquimicos foram avaliados acerca dos seguintes parametros:
aspartato aminotransferase (AST, U/ L), alanina aminotransferase (ALT, U/ L), colesterol (mg/
dL), ureia (mg/ dL), albumina (g/ dL), proteinas totais (g/ dL), fosfatase alcalina (U/ L),
creatinina (mg/ dL), 4cido trico (mg/ dL) e glicemia (mg/ dL). Os niveis de fosfatase alcalina
dos animais machos 500 mg/kg foram significativamente maiores do que o controle. Enquanto
os niveis de d4cido urico das fémeas dos grupos 500 mg/kg e 250 mg/kg foram

significativamente menores quando comparados ao controle (Tabela 5).
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Tabela 4 — Andlise hematoldgica de animais tratados via oral com diferentes concentracdes de PL

Controle 1000 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
WBC 6,17 += 0,95 6,88 + 0,58 521 = 0,54 8,83 + 147
LYM 430 + 1,05 575 + 0,63 2,56 + 0,51 8,01 =+ 146
LY % 67,26 + 9,40 83,01 + 3,31 48,57 + 8,06 90,18 + 2,52
RBC 7,34 + 052 8,59 + 0,22 7,88 + 0,32 8,60 + 0,32
HGB 11,59 + 1,06 13,73 + 0,32 12,16 + 0,68 13,30 + 0,47
HCT 3495 =+ 2,38 40,95 =+ 1,16 35,35 + 1,88 42,74 + 1,41
MCV 47,60 = 0,59 47,67 + 0,59 44,74 + 0,82 49,25 + 0,25
MCHC 31,17 + 0,52 33,59 + 1,12 33,79 + 0,51 31,08 + 0,11
PLT 761,00 + 103,28 637,00 + 9384 933,86 =+ 20,76 952,75 + 20,30*%
500 mg/ kg 250 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
WBC 7,38 = 0,61 528 + 1,00 5,63 + 0,55 4,76 + 0,51
LYM 329 + 0,30 4,58 + 0,83 2,61 + 0,33 390 + 0,41
LY % 44,67 + 2,81 87,00 =+ 1,55 47,67 + 574 82,00 + 1,64
RBC 854 + 0,17 849 =+ 0,22 8,00 =+ 0,05 8,33 + 0,19
HGB 13,17 + 0,40 1420 + 041 1242 + 0,37 13,00 + 0,35
HCT 38,17 + 0,79 3940 + 0,93 35,83 + 0,54 37,40 + 0,93
MCV 44,67 + 044 46,42 + 0,86 44,75 + 0,49 44,84 + 0,10
MCHC 3442 + 046 36,00 += 0,59 3455 + 0,56 3472 + 0,16
PLT 1018,50 + 27,50* 49840 <+ 47,02* 940,00 + 66,58* 717,20 + 66,21*

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados por via oral com diferentes concentragdes de proteinas do latex (PL) de Calotropis procera durante 28 dias. Controle: animais que
receberam salina; 1000, 500 e 250 mg/kg: animais que receberam os respectivos valores de PL. No dltimo dia, amostras de sangue foram coletadas em tubos com anticoagulante
e levados para analisador hematoldgico semiautomadtico para andlise dos seguintes parametros:

WBC: leucdcitos totais (10° células/ L), LYM: linfécitos totais (10° células/ L), LY %: percentual de linfécitos, RBC: eritrdcitos (10'? células/ L), HGB: hemoglobina (g / dL),
HCT: hematdcrito (%), MCV: volume corpuscular médio (fL), MCHC: hemoglobina corpuscular média (g /dL), PLT: plaquetas (10° células/ L). Valores expressos como média
+ erro padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) realizado comparando os grupos tratados com o controle. * diferenca estatistica com p < 0,05.
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Tabela 5 — Andlise dos parametros bioquimicos de animais tratados via oral com diferentes concentracdes de PL

Controle 1000 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
AST 184,1 + 1449 2526 + 13,70 182,6 + 24,16 206,00 =+ 13,84
ALT 7727 + 794 7294 + 14,64 106,60 + 19,93 69,02 + 961
Colesterol 161,50 =+ 4,50 119.8 + 6,12 14890 =+ 456 116,00 =+ 4,71
Ureia 53,16 + 3,39 46,32 + 191 47,89 + 2,68 35,86 + 5,06
Albumina 1,74 + 0,05 2,13 + 0,03 1,66 + 0,06 2,23 + 0,06
Proteinas Totais 485 + 0,10 471 + 0,10 453 + 0,08 492 + 0,29
Fosfatase Alcalina 56,14 + 2,06 53,31 += 2,28 5221 =+ 2,63 49,00 += 2,21
Creatinina 391 + 047 329 + 049 386 + 1,01 432 + 0,30
Acido Urico 128 + 0,15 129 + 0,24 120 + 0,12 1,05 + 0,08
Glicemia 149,80 + 7,48 141,30 + 8,02 160,00 + 4,83 135,00 + 9,61
500 mg/ kg 250 mg/ kg
Machos Fémeas Machos Fémeas
AST 2564 + 3433 21630 + 3327 23640 + 5249 27580 + 51,00
ALT 57,69 + 437 11590 =+ 27,0 84,89 + 9552 81,90 + 20,21
Colesterol 156,50 + 8,57 12140 + 7,18 167,70 + 534 120,60 + 6,81
Ureia 53,83 + 9,65 45,03 + 4,19 5444 + 957 42,16 + 3,51
Albumina 1,95 + 0,03 2,12 + 0,05 1,85 + 0,06 2,10 + 0,07
Proteinas Totais 4,64 + 0,11 4,72 + 0,09 5,03 + 0,15 476 + 0,06
Fosfatase Alcalina 66,11 + 1,61* 5832 + 3,19 59,66 + 149 45,15 + 3,19
Creatinina 2,51 + 0,63 2,10 + 0,67 369 + 0,58 290 + 0,40
Acido Urico 127 + 0,22 0,76 + 0,08* 1,57 + 0,27 0,74 + 0,05%
Glicemia 14830 =+ 6,87 145,30 + 2,99 171,50 + 7,58 154,30 + 4,19

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados por via oral com diferentes concentracdes de proteinas do latex (PL) de Calotropis procera durante 28 dias. No ultimo dia do
tratamento, amostras de sangue foram coletados sem anticoagulante e em seguida centrifugadas para separacio do soro. Os pardmetros clinicos mensurados incluem: aspartato
aminotransferase (AST, U/ L), alanina aminotransferase (ALT, U/ L), colesterol (mg/ dL), ureia (mg/ dL), albumina (g/ dL), proteinas totais (g/ dL), fosfatase alcalina (U/ L),
creatinina (mg/ dL), 4cido urico (mg/ dL), glicemia (mg/ dL). Valores expressos como média + erro padrdo. Andlise de varidncia (ANOVA) realizado comparando os grupos
tratados com o controle. * diferenca estatistica com p < 0,05.
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4.3 Digestibilidade in vitro

4.3.1 Nao Sequencial

Para avaliar o perfil das proteinas quando submetidas a enzimas gastrointestinais,
foi realizada digestibilidade in vitro ndo sequencial, na qual foi utilizada pepsina para simular
o fluido géstrico (FGS) e pancreatina para simular o fluido intestinal (FIS). Houve uma discreta
alteracdo no perfil de PL quando submetido aos fluidos simulados, sugerindo uma limitada

degradacio, o que resultou em um perfil constante durante os 120 minutos de andlise.

Figura 17 — Digestibilidade in vitro das proteinas do litex em fluido intestinal e géstrico

simulados
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Fonte: autoria prépria

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e tricina (Tricine SDS-PAGE) das proteinas do latex (PL) de
Calotropis procera ap6s digestdo in vitro em fluido gastrico simulado (FGS) e fluido intestinal simulado (FIS),
por 15 a 120 minutos. Apoés a digestdo as amostras foram preparadas com f-mercaptoetanol e aplicadas em gel de
poliacrilamida 17,5%. Ap0s a corrida, os géis foram corados com Coomassie Coloidal G-250.

4.3.2 Sequencial

A fim de simular o processo de digestibilidade in vivo, foi avaliado o perfil das
proteinas quando submetidas a digestibilidade in vitro de maneira sequencial, na qual foi
utilizada pepsina para simular o fluido gastrico (FGS) e tripsina para simular o fluido intestinal
(FIS). Concomitantemente, foi realizado o acompanhamento da atividade proteolitica. Foi
observado um perfil de degradagao reduzido na digestdo de PL entre os FGS e FIS, porém a

atividade proteolitica permaneceu estavel durante o processo de 4,5 horas.
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Figura 18 — Digestibilidade sequencial das proteinas do latex em fluido gastrico e intestinal

simulados e atividade proteolitica durante digestao
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Fonte: autoria prépria

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e tricina (Tricine SDS-PAGE) das proteinas do litex (PL) de
Calotropis procera apés digestdo sequenciada in vitro em fluido géstrico simulado (FGS) e fluido intestinal
simulado (FIS) por 2 horas e 4 horas e 30 minutos. Apds a digestdo as amostras foram preparadas com p-
mercaptoetanol e aplicadas em gel de poliacrilamida 17,5%. Ap6s a corrida, os géis foram corados com Coomassie
Coloidal G-250. A direita, representado em grafico, o acompanhamento da atividade proteolitica de PL durante o
ensaio de digestibilidade.

4.4 Alergenicidade por teste de contato

Para estudar o potencial clinico de sensibilidade cutinea da biomembrana
composta de proteinas do latex de C. procera (BioMem CpLP), foi realizado um teste de
contato que ocorreu em duas fases. A primeira foi de indugdo, a qual foi realizada com a
participacdo de 52 voluntarios, 26 homens, de 18 a 44 anos, e 26 mulheres, de 19 a 51 anos.
Em seguida, 43 voluntérios seguiram para a fase desafio (APENDICE E).

Os participantes de nimero 4 e 23 foram retirados da pesquisa devido a faltas
continuadas, comprometendo o protocolo e a avaliagdo. Os voluntarios 9, 11, 13, 45 e 46 foram
retirados devido a desconforto nos primeiros dias de experimento, relatados como prurido,
ardéncia e vermelhiddao no local de contato (Figura 19). O voluntdrio 23 ndo iniciou o
experimento. O voluntario 37 foi retirado devido a crise de rinite e uso de medicamentos que

interfeririam na interpretagdo do resultado (APENDICE F).
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Figura 19 — Fotografia representativa dos voluntérios que sentiram desconforto na primeira fase

do teste de alergenicidade por contato

()

Fonte: autoria prépria.

Fotografia do dorso direito dos voluntdrios que foram retirados da pesquisa por sentirem desconforto durante a
primeira fase do teste, onde foram aplicadas biomembrana de PL (BioMem CpLP) por 3 semanas com leituras
feitas a cada 2 dias: A- segunda leitura, voluntdrio 9; B- terceira leitura, voluntdrio 13; C- segunda leitura,
voluntdrio 46. Ao lado esquerdo das imagens, resultado do controle negativo e ao lado direito, resultado do contato
com a BioMem CpLP. Seta preta: eritema nitido; Seta branca: eritema leve.

Na fase de inducdo, 6 voluntarios, identificados pelos numeros 2, 7, 8, 11, 13 e 40
(12%), testaram positivo para alergenicidade, representado na figura (Figura 20), enquanto na
segunda fase, 2 voluntdrios, 2 e 36 (5%), testaram positivos para alergenicidade, representado
na figura (Figura 21). Os demais voluntdrios testaram negativos para alergenicidade na
primeira e segunda fases, sendo representados pelos voluntdrios 44, 47 e 48 nas imagens
(Figuras 22, 23, 24).

Na primeira fase, dos voluntdrios que testaram positivo, 4 ndo possuiam doencas
preexistentes (67%) e 2 voluntdrios relataram ter rinite (33%); 2 voluntdrios possuiam o
fototipo II (33%), 3 voluntérios possuiam fototipo III (50%) e 1 voluntario possuia o fototipo
IV (17%); 3 voluntarios eram homens (50%) e 3 voluntarios eram mulheres (50%).

Na segunda fase, dos voluntdrios que testaram positivos, 1 voluntario ndo possuia

doenca preexistente (50%) e 1 relatou ter rinite (50%); 1 voluntério possuia o fototipo III (50%)
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e 1 o fototipo IV (50%); 1 voluntario era homem (50%) e 1 era mulher (50%) (Tabela 6 e
APENDICE F).
Com excec¢do dos voluntdrios 10 e 42, os demais participantes que iniciaram o

experimento sentiram prurido de leve a intenso no local.

Figura 20 — Fotografia representativa dos voluntdrios que testaram positivo na primeira fase do

teste de contato

Fonte: autoria prépria.

Fotografia do dorso direito dos voluntdrios que testaram positivo na primeira fase do teste, onde foram aplicadas
biomembrana de PL (BioMem CpLP) por 3 semanas com leituras feitas a cada 2 dias. A- segunda e sétima leitura,
voluntério 7; B- terceira leitura, voluntario 8; C- primeira e terceira leitura, voluntério 40. Ao lado esquedo das
imagens, resultado do controle negativo e ao lado direito resultado do contato com a BioMem CpLP. Seta preta:
eritema nitido; Seta branca: petéquias; Cabeca de seta preta: edema; Cabeca de seta branca: papula.

Figura 21 — Fotografia representativa do voluntdrio 36, positivo na segunda fase do teste de

contato

Fonte: autoria prépria.

Fotografia do dorso esquerdo do voluntario 36 que testou positivo na segunda fase do teste, onde foi aplicado
camaras adesivas para teste de contato contendo, PL, PVA e H,O; foram realizadas leituras das reacdes adversas
apods 48h e 72h. A- leitura de 48h; B- leitura de 72h . Seta preta: eritema nitido.
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Figura 22 — Fotografia do voluntério 44, negativo na primeira e segunda fase do teste de contato

Fonte: autoria propria.

Fotografia do dorso do voluntario 44 que testou negativo na primeira e segunda fases do teste de contato; (A - H) — Primeira fase, lado esquerdo das imagens, controle negativo

e lado direito, BioMem CpLP: A- primeira leitura; B- segunda leitura; C- terceira leitura; D- quarta leitura; E- quinta leitura; F- sexta leitura; G- sétima leitura; H- oitava leitura;
(I - J) — Segunda fase do teste de contato contendo PL, PVA e H,O: I- leitura de 48h; J- leitura de 72h.
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Figura 23— Fotografia do voluntério 47, negativo na primeira e segunda fase do teste de alergenicidade por contato

Fonte: autoria prépria.

Fotografia do dorso do voluntédrio 44 que testou negativo na primeira e segunda fases do teste de contato; (A - H) — Primeira fase, lado esquerdo das imagens controle negativo

e lado direito BioMem CpLP: A- primeira leitura; B- segunda leitura; C- terceira leitura; D- quarta leitura; E- quinta leitura; F- sexta leitura; G - oitava leitura; (H - I) — Segunda
fase do teste de contato contendo PL, PVA e H,O: H - leitura de 48h; I- leitura de 72h.



Figura 24 — Fotografia do voluntério 48, negativo na primeira e segunda fase do teste de alergenicidade por contato

Fonte: autoria prépria.

Fotografia do dorso do voluntario 44 que testou negativo na primeira e segunda fases do teste de contato; (A - H) — Primeira fase, lado esquerdo das imagens controle negativo

e lado direito BioMem CpLP: A- primeira leitura; B- segunda leitura; C- terceira leitura; D- quarta leitura; E-quinta leitura; F- sexta leitura; G- sétima leitura; H- oitava leitura;
(I - J) — Segunda fase do teste de contato contendo PL, PVA e H,O: I- leitura de 48h; J- leitura de 72h.



60

Tabela 6 — Resultado do teste de contato em 52 voluntarios testados com PL

Doenca preexistente Fototipo Sexo
Ausente  Presente I I I v M F Total
1 % 1 % v % v % v % v % v % v % v %
= Positivo 4 67 2 33 0 O 2 33 3 50 1 17 3 50 3 50 6 12
wn
(¢
=  Negativo 31 67 15 33 3 7 12 26 14 30 16 35 22 48 24 52 46 88
= Positivo 1 50 1 50 0 O 0 0 1 50 1 50 I 50 1 50 2 5
172
(¢
& Negativo 24 59 17 41 3 7 12 29 14 34 13 32 21 51 20 49 41 95

Fonte: autoria prépria

v: frequéncia absoluta

%: percentual relativo

Foi realizado teste exato de Fischer e chi-quadrado para avaliar a possivel relagdo entre resultados de cada fase e a frequéncia de caracteristicas
dos voluntdrios. Em todas as comparagdes o valor de p foi igual a 1.
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5 DISCUSSAO

Os resultados indicaram que a fragdo PL de Calotropis procera ndo é toxica
para uso continuo oral, visto que ndo houve alteracdes significativas em diversos
marcadores de toxicidade em camundongos tratados com PL, mesmo nas doses mais
elevadas. Junto com trabalhos anteriores que classificam PL como substancia de categoria
5, com DL50 acima de 5000 mg/kg (Bezerra et al, 2017), pode ser concluido que PL,
quando administrado por via oral em doses repetidas, ndo € toxica e pode ser utilizada em

formulacdes orais.

Neste estudo de toxicidade oral subaguda por 28 dias, seguiu-se as
recomendacdes do guia OECD 407 em camundongos Swiss machos e fémeas. A andlise
dos sinais clinicos é importante na avaliacdo toxicologica (Stevens, 1994), morbidez e
mortalidade foram verificadas diariamente neste estudo. PL. ndo produziu alteracdes no
consumo de comida e dgua, revelando ndo possuir efeitos adversos nos processos

metabdlicos basicos dos animais testados.

O sistema hematopoiético funciona como alvo de compostos téxicos e € um
indicador dinamico para condicdes patoldgicas (Ozarde; Choudhari, 2022). Neste estudo,
o tratamento com PL ndo produziu alteracdes hematoldgicas (eritrdcitos, leucdcitos,
hemoglobina, hematdcrito etc.), o que indica que PL ndo afeta as células sanguineas nem
sua producdo. Dados bioquimicos e hematoldgicos sdao de grande importincia para a

determinacdo da toxicidade induzida por drogas (Restell et al., 2014).

As transaminases (AST e ALT) sdo bons indicadores de fungdo hepdtica e
biomarcadores de toxicidade de drogas (Sarkodie et al., 2022). Qualquer alteracdo nessas
enzimas pode indicar seu efluxo para a corrente sanguinea devido ao dano nas células
parenquimatosas do figado. Neste estudo ndo houve mudancas nos niveis de AST e ALT,
o que revela que PL ndo afetou o funcionamento e metabolismo do figado. Apesar de ser
relatado neste estudo anormalidades na funcdo renal (diferengas significativas na
fosfatase alcalina e 4cido uUrico de animais tratados), os niveis desses parametros alterados

permaneceram dentro da normalidade para camundongos Swiss (Restell et al., 2014).

As andlises histopatoldgicas fornecem evidéncias para as observacgdes
bioquimicas e hematoldgicas (Matsuzawa et al., 1995). Neste estudo, ndo houve diferenca

significativa no peso relativo dos 6rgados entre os grupos controle e tratados com PL, e
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mesmo as diferencas relatadas (peso relativo do figado e intestino) ainda se encontram
dentro da variacdo considerada normal para camundongos Swiss (Restell et al., 2014).
Algumas anormalidades foram registradas a respeito da anatomia grosseira e da
histopatologia de alguns O6rgdos (baco, intestino, coragdo e pulmdes). Essas
anormalidades indicam leve foco inflamatério nesses 6rgdos, mas foram pontuais,
podendo ndo estar relacionado ao tratamento com PL, mas a altera¢cdes ambientais ou
advindas de variacdo genética dos camundongos heterogénicos (Casellas 2011; Chebib et

al., 2020).

Visto que nao houve sinais claros de toxicidade relacionados a hematologia,
bioquimica, peso dos 6rgaos e andlises histopatoldgicas observados nos grupos tratados,
pode ser inferido que PL ndo produzira toxicidade tardia. Baseado nesses resultados, o
nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL — No Observed Adverse Effect Level) de
PL de Calotropis procera é¢ maior que 1000 mg/kg/dia.

Nossos resultados mostraram que PL se mantém majoritariamente estavel
durante o processo de digestdo, com minima degradacdo mesmo ap6s 2 horas de digestao
em FGS, FIS ou mesmo apds digestdo sequencial, mantendo a atividade proteolitica
intacta durante o processo de digestdo. A andlise de digestibilidade in vitro € importante
devido a relag@o que existe entre a resisténcia de uma proteina a degradagdo por pepsina,
tripsina e pancreatina e seu potencial toxico (Delaney et al., 2008; Foster; Kimber;
Dearman, 2013). Nesta pesquisa, mesmo PL se mostrando resistente a degradacdo, nao

houve relatos de toxicidade.

A dermatite de contato a proteinas (DCP) é uma doenca de pele que aparece
apés o contato com materiais proteicos, como frutas, vegetais, especiarias, proteinas
animais, enzimas ou borracha natural (Janssens et al., 1995). O mecanismo por trds da
DCP ainda ndo é completamente compreendido (Janssens et al., 1995; Kanerva, 2001;

Lehto et al., 2003).

Na pele, a hipersensibilidade imediata a materiais contendo proteinas se
manifesta como dermatite alérgica de contato ou DCP, ou ambas (Janssens et al., 1995).
Em nosso estudo, foi realizado um teste de contato com a participac¢io de 52 voluntérios
na fase de indugdo e 43 voluntdrios na fase de desafio. Alguns voluntarios foram retirados
da pesquisa devido a faltas continuadas, desconforto ou uso de medicamentos que

poderiam interferir na interpretacdo dos resultados. Na fase de indugdo, 6 voluntarios
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(12%) testaram positivo para alergenicidade, enquanto na segunda fase, apenas 2
voluntdrios (5%) testaram positivo para alergenicidade. Dessa forma, houve uma maior

incidéncia de reacdo alérgica imediata do que tardia.

A distingdo entre dermatite alérgica de contato e DCP ndo é muito clara.
Pacientes com o diagndstico de DCP de materiais proteicos ndo foram relatados
anteriormente, mas o primeiro caso de dermatite de contato com esse material foi relatado
apds contato com o litex bruto (Shivkar; Kumar, 2003). O significado de uma reacgdo
positiva no teste de contato em relacdo a alergia imediata é controverso. Pode ser uma
substancia irritante ou pode resultar de uma sensibilizacdo tardia a alguma substancia
quimica no material do teste. Também é possivel que a alergia cause uma reacdo
eczematosa no teste de contato, ndo envolvendo alergia do tipo IV tardia, a qual é mediada

por células (Lehto et al., 2003).

Levando em consideracdo a maior incidéncia de resultados positivos na
primeira fase (reacdes alérgicas imediatas) e uma menor incidéncia na segunda fase
(reagdo tardia), conclui-se que as proteinas do latex de C. procera podem causar DCP, na
razdo observada de 12 a cada 100 pessoas. J4 foi demonstrado que as PL sdo capazes de
induzir a sintese de IgE em ratos (Ramos et al., 2007a), o que somado com as reacdes
alérgicas observadas nesse estudo, da forca para a hipétese de que esse material tem uma

baixa incidéncia de DCP.
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6 CONCLUSAO

As protefnas do latex de C. procera se mostraram atéxicas e seguras para uso
em formulagdes orais ou producdo de alimentos, consolidando, em parte, a base de
conhecimento ja presente acerca do uso seguro dessas proteinas como insumo
biotecnolégico. Através dos testes de contato com biomembrana contendo PL, € possivel
concluir que PL possui uma baixa incidéncia alérgica, manifestada na pele como urticaria
de contato, dermatite de contato ou ambas. Esses sintomas da pele juntos com os
resultados anteriores que mostram a producao de IgE causada por PL, levam a conclusao
de que essa reagdo ndo € toxicodermia, mas que, assim como VArios materiais ricos em
proteinas, PL de C. procera podem causar reacdo alérgica imediata leve.

Testes que correlacionem a apari¢do de alergia imediata e a detec¢ao de IgE
especificos sdo importantes para evoluir a investigacao de alergenicidade de C. procera,
assim como a realizacdo de testes de toxicidade mais prolongados e com doses maiores,
para determinar com precisao o NOAEL.

Contudo, os resultados aqui apresentados somam com os resultados ja
existentes de PL de C. procera, expandindo o conhecimento sobre o uso seguro dessas

proteinas como insumo terapéutico.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntdrio (a), desta
pesquisa. Leia atentamente as informacdes abaixo e fagca qualquer pergunta que desejar.
Ap6s ter sido esclarecido (a) sobre o estudo e ndo tiver dividas, se aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias (uma delas € sua e a outra
¢ do pesquisador responsdvel). Em caso de recusa, ndo haverd penalidade alguma e vocé
continuard sendo atendido como sempre nesta institui¢ao.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

TITULO: “ESTUDO CLINICO DO POTENCIAL DE IRRITABILIDADE E
SENSIBILIZACAO CUTANEA DA BIOMEMBRANA COMPOSTA DE PROTEINAS
ISOLADAS DO LATEX DE Calotropis procera (BioMem CpLP)”

* O objetivo do estudo é comprovar a auséncia do potencial de Irritabilidade e
Sensibilizacdo cutdnea de uma biomembrana contendo proteinas laticiferas de
Calotropis procera para uso fitoterdpico.

* O estudo serd guiado pelos professores pesquisadores da Universidade Federal do
Ceard, Nylane Maria Nunes de Alencar, Marcio Viana Ramos e seus estudantes, bem
como a dermatologista Dra. Maria Araci Pontes Aires;

» Serédrealizado na Universidade Federal do Ceard nos Campus do PICI — Av Humberto
Monte, s/n Bloco 907 Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Fortaleza,
Ceard e no Campus do Porangabucu localizado na rua Coronel Nunes de Melo 1000
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos, rua Rodolfo Tedfilo,
Fortaleza, Ceara;

* A pesquisa serd realizada em até 60 participantes;

* Sua participagdo no estudo serd de 5 semanas para a pesquisa de
Irritabilidade/Sensibilizacdo, totalizando até 12 encontros durante o periodo;

» [Irritabilidade e Sensibilizacdo cutdnea sdo reacdes de irritacdo e alergia que podem
ocorrer na sua pele, apds aplicacdo do material;

* Em todos os retornos, o tempo de permanéncia serd de aproximadamente 1 horas ou
até finalizacao dos procedimentos da pesquisa;

* Todos os dias que vocé deverd comparecer para a pesquisa (retornos) estao descritos
no cronograma que vocé recebera no inicio do estudo;

» Para a pesquisa de Irritabilidade Acumulada e Sensibilizacdo sera aplicado o “teste de
contato” (fita adesiva) contendo o produto avaliado no dorso (costas) direito, durante
trés semanas consecutivas. Vocé€ deverd comparecer as segundas, quartas e sextas-
feiras para aplicacdo e leitura. Apos esse periodo, chamado de “indu¢do”, vocé ficara
em descanso por, no minimo, 10 dias e devera retornar para aplicar novamente o “teste
de contato” agora no lado esquerdo do dorso e serd removido pelo responsadvel apés
aproximadamente 48 horas e voc€ devera comparecer para realizacdo das leituras;

* Nao molhe o “teste de contato” durante todo o periodo do estudo e ndo o exponha ao
sol por periodos prolongados.

* Fica também proibido durante o estudo todo e qualquer tratamento dermatoldgico.
Caso o tratamento seja necessario, comunique imediatamente ao responsdvel da
pesquisa.

* Comunicar ao responsavel o uso de qualquer tipo de medicamento tdpico (uso
externo/pele) ou sistémico (comprimidos e liquidos (solugdes e xaropes) de uso oral
ou inje¢des), como cortisona, antialérgico ou qualquer outro;
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Vocé podera ser dispensado (a) apds assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido caso apresente algum dos critérios de exclusdo da pesquisa;

Vocé se compromete a ndo participar de nenhuma outra pesquisa no decorrer deste
estudo;

Caso seja do sexo feminino, vocé afirma ndo estar grdvida ou amamentando e se
compromete a ndo engravidar durante o periodo do estudo;

Voceé aceita que, no contexto deste estudo, seus dados serdo coletados e podem estar
sujeitos a processamento eletronico. Caso ocorra alguma alteragdo nos seus dados
cadastrais (telefone, endereco, etc....), solicitar aos organizadores do estudo que estas
sejam atualizadas;

Como qualquer produto, podera causar reacdes inesperadas como “vermelhidao”,
“inchaco”, “coceira” e “ardor” nos locais de aplicacdo dos produtos. No caso de
coceira moderada, persistente ou intensa e ainda outros sinais de irritagdo, comunique
imediatamente, pelo telefone (85) 3366 8339;

Como beneficio desta pesquisa, a sua participacdo contribuird para o
lancamento/comercializacdo de uma biomembrana contendo proteinas laticiferas de
Calotropis procera, um potencial produto fitoterdpico;

Todas as ddvidas surgidas durante e apds a pesquisa serdo esclarecidas;

Sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntéria;

Vocé podera se retirar da pesquisa a qualquer instante se assim desejar, no entanto,
deve comunicar a sua retirada;

Vocé podera ser retirado (a) do estudo caso ndo cumpra com suas responsabilidades,
segundo o protocolo do estudo, caso falte mais de 2 vezes consecutivas aos encontros,
ndo sendo essas o primeiro encontro nem apds o repouso de 10 dias;

Sua colaboracdo voluntaria serd de grande importincia para a pesquisa, portanto
pedimos que compareca nos hordrios e datas indicados durante todo o decorrer da
pesquisa;

Se houver qualquer modificagc@o nos seus habitos, solicitamos que nos comunique para
melhor interpretacdo dos resultados;

Nao usar qualquer tipo de produto (ex.: desodorante ou antiperspirante, talco, 6leo para
banho, cremes, lo¢des, perfumes, colonias e medicagdes topicas) nas dreas proximas a
do teste. Caso utilize algum destes produtos ou faca uso de qualquer medicagdo, avise;
Caso voce apresente uma reagdo adversa com sinal clinico (reacdo que seja possivel
de ser observada com os olhos: vermelhiddo, inchago, etc), fotos serdo realizadas com
0 objetivo unico de investigacao da reacdo e registros destas informacoes;

Sua identidade serd mantida em todo o processo e somente os pesquisadores do estudo
poderao ter acesso a estes registros;

Garantimos que qualquer nova informacao relevante (informacdo de importancia) que
possa interferir em seu consentimento serd comunicada;

Todas as informagdes obtidas sobre os participantes serdo mantidas em sigilo
(segredo), sendo que, ao assinar esse termo, voce da liberdade aos pesquisadores
responsaveis de realizarem andlises dos documentos e dados da pesquisa;

Uma via deste termo permanecerd com os responsaveis da pesquisa € a outra serda
entregue a voce;

Estou ciente que as fotos obtidas para o procedimento de investigacao caso ocorra uma
reacdo fazem parte do procedimento desta pesquisa e concordo com a obtencao destas
imagens.

O abaixo assinado
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, _____anos, RG: declara que € de livre e espontanea vontade que
esta participando como voluntirio da pesquisa intitulada “ESTUDO CLINICO DO
POTENCIAL DE IRRITABILIDADE E SENSIBILIZACAO CUTANEA DA
BIOMEMBRANA COMPOSTA DE PROTEINAS ISOLADAS DO LATEX DE
Calotropis procera (BioMem CpLP)”. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que apds sua leitura tive a oportunidade de fazer
perguntas sobre o seu conteiido, como também sobre a pesquisa e recebi explicagdes que
responderam por completo minhas dividas. E declaro ainda estar recebendo uma cépia
assinada deste termo.

Assinatura do participante: Data:
Assinatura do pesquisador: Data:

Fortaleza, de de
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APENDICE B - CRONOGRAMA DA PESQUISA

1) Assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE

2) Encontros

3 encontros semanais durante 3 semanas consecutivas com intervalos de 2 dias e 3 dias

(nos finais de semana)

Segundas, quartas e sextas-feiras, repouso de 10 dias, seguido de mais dois encontros

(ap06s 48 e 72h)

ENCONTROS DATA PROCEDIMENTO OBSERVACOES
1° Aplicacdo Nao pode faltar
2° Remocao/Leitura/Aplicacao
3° Remocao/Leitura/Aplicacao
4° Remocao/Leitura/Aplicacao
5° Remocao/Leitura/Aplicacao
6° Remocao/Leitura/Aplicacao
7° Remocao/Leitura/Aplicacao
8° Remocao/Leitura/Aplicacao
9° Remocao

10° - Retorno Aplicacao Nao pode faltar
11° Remocao/Leitura
12° Leitura

* Nao faltar em mais de duas faltas alternadas desde que ndo seja no primeiro dia da

pesquisa e no retorno apds o periodo de descanso
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APENDICE C - ENTREVISTA APLICADA AOS VOLUNTARIOS

Data da coleta de dados: / /

DADOS DE IDENTIFICACAO:

Nome:

Numero do Participante:

RG:

Nome da mae:

Data de nascimento: / / Idade:

Endereco:

Sexo: () masculino ( ) feminino

Telefones para contato:

Profissao:

Escolaridade:

Estado civil:

1 Apresenta alguma doenca?

) Anemia;

) Diabetes: glicemia usual

) Hipertensao: valores usuais
) Portador de alguma doenca de pele? Qual?

mg/dl. Esta controlado? () Sim ( ) Nao
mmHg. Esta controlada? () Sim ( )Nao

) Céancer;
) Doencgas de origem infecciosa. Qual?

) Doenca de origem cardiaca ou vascular. Qual?
) Doenga de origem renal. Qual?

) Portador de imunodeficiéncias;
)Asma;

)Rinite;

~ AN AN AAAAAAAA A

)Outras

. Antecedentes pessoais de hipersensibilidade

) Medicamentos. Quais?

) Dermatite de contato (metais, perfumes, produtos com latex);

) Urticaria;
) Conjuntivite;

) Alimentos. Quais?

) Corantes;

) Insetos ;

~ AN A A A A A AN

) Adesivos (esparadrapos);



. Tipo de pele (Fototipo de acordo com a exposicao solar)
)I Queima-se sempre, nunca se bronzeia.
) I Queima-se sempre, bronzeia-se minimamente
) III Queima moderadamente, bronzeia-se gradualmente
) IV Queima-se minimamente, bronzeia-se bem

) V. Raramente se queima, bronzeia-se intensamente

e T e s e T 7

) VI Nunca se queima, pele profundamente pigmentada.

4. Uso de medicamentos

Esta utilizando algum medicamento de uso cronico? Se sim, quais.
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PESQUISADOR
RESPONSAVEL:

Fortaleza, de de




APENDICE D — AVALIACAO DOS VOLUNTARIOS

N° do Participante:
Nome do Participante:

1. Primeira aplicacdo: Data
2. Leitura + aplicacdo Data
Resultado:

Reagdo adversa:
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Notacdo | Descricio Interpretacao
-ou @ | Sem alteracdes cutineas Teste negativo.
Nao h4 evidéncia de
+ Eritema leve sensibilizacdo- teste
negativo.
+ Eritema palpdvel. Edema/infiltrado moderado. P4pulas Reacdo de sensibilizacao
poucas ou ausentes. Vesiculas ausentes. fraca- teste positivo.
r Infiltrado forte. Padpulas em grande quantidade. Vesiculas Reacdo de sensibilizacao
presentes. forte- teste positivo.
. ~ Reacdo de sensibiliza¢do
+++ Vesiculas coalescentes. Bolhas. Ulceragao. § Lzag
extrema- teste positivo.
Inflamacao limitada a drea exposta. Nenhuma infiltraco. ~ oo
‘. . a . Reacdo de irritacdo - teste
IR Pequenas petéquias. Pdstulas. Eflorescéncias diferentes de e .
) . de sensibilizacdo negativo.
papulas ou vesiculas.

3. Leitura + aplicagcdo Data
Resultado:

4. Leitura + aplicacdo Data
Resultado:

Reacdo adversa:

5. Leitura + aplicacdo Data
Resultado:

Reacdo adversa:

6. Leitura + aplicacdo Data
Resultado:

Reacio adversa:

7. Leitura + aplicacdo Data
Resultado:

Reacdo adversa:

8. Leitura + aplica¢do Data
Resultado:

Reacio adversa:

9. Somente leitura Data

Reacio adversa:

Resultado:

Reacio adversa:

10. Apos repouso de no minimo 10 dias, aplicagdo do “Patch Test” Data:

Resultado

12 Leitura (48h) 2? Leitura (72h)

(-) = reacdo ausente; (?) = eritema leve; (+) = eritema nitido; (++) = eritema + edema + papulas;
(+++) = eritema + edema + papulas + vesiculas




11

13

15

17

19

21

23

25

27

APENDICE E - DADOS BRUTOS DO TESTE DE CONTATO

0 0 1/R

0 0 2/R

2/R

FASE 1

FASE 2
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X: Nao aplicado / Nao realizada leitura

F: Falta

R: Retirado da Pesquisa

0: Reagfo ausente (teste negativo)

1: Eritema Leve (nfo hé evidéncia de sensibilizagdo - teste negativo)

2: Eritema Nitido (reacdo de sensibilizacdo fraca — teste positivo)

3: Eritema + Edema + Papulas (reacdo de sensibilizacdo forte — teste positivo)



APENDICE F — CARACTERISTICAS DOS VOLUNTARIOS

N° do Sexo Idade Tipo de Doenca Historico de hipersensibilidade Uso de
Voluntario Pele preexistente Medicamento
1 Homem | 19 v Nao

2 Mulher | 28 11 Rinite Dermatite De Contato E Conjuntivite Sim

3 Mulher |27 II Insetos Sim

4 Mulher |46 II Nao

5 Mulher |20 I Nao

6 Mulher | 21 II Rinite Medicamento Nao

7 Homem | 18 I Rinite Nao

8 Homem | 29 III Nao

9 Homem | 29 v Sinusite Medicamento Nao

10 Homem | 29 I Nao

11 Mulher |22 II Sim

12 Mulher |26 v Insetos Nao

13 Mulher |26 v Conjuntivite Nao
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14 Homem | 32 v Nao
15 Mulher |27 v Rinite Nao
16 Homem | 29 I Nao
17 Homem | 20 I Dermatite De Contato E Conjuntivite Sim
18 Mulher | 24 v Rinite Conjuntivite e Insetos Nao
19 Mulher |24 I Nao
20 Homem | 19 I Rinite Conjuntivite Nao
21 Mulher | 30 v Rinite Dermatite de contato e Insetos Nao
22 Homem | 34 III Nao
23 Mulher |26 I Rinite Sim
24 Homem | 25 v Urticaria, Conjuntivite, Alimentos e Insetos | Nao
25 Mulher | 25 | Doenca Renal e Dermatite de contato, Conjuntivite, | Sim
Rinite Alimentos, Corante e Insetos
26 Mulher | 19 II Nao
27 Mulher |20 5 Rinite Insetos Nao
28 Homem | 19 II Medicamento e Conjuntivite Nao
29 Homem | 27 v Nao
30 Homem | 21 II Rinite Conjuntivite Nao
31 Mulher |24 I Rinite Alimentos Nao
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32 Mulher | 33 II Rinite Dermatite de Contato, Medicamento e | Sim
Insetos
33 Homem | 20 II Nao
34 Homem | 20 v Doenga Cardiaca | Dermatite de Contato, Medicamento ¢ | Nao
e Rinite Insetos
35 Mulher |26 II Nao
36 Homem | 37 v Urticéria, Conjuntivite e Insetos Nao
37 Homem | 31 II Rinite Conjuntivite Nao
38 Mulher | 25 II Rinite Dermatite de Contato e Insetos Nao
39 Mulher | 19 v Nao
40 Homem | 28 III Nao
41 Homem | 24 111 Medicamento Nao
42 Homem | 19 III Nao
43 Homem | 44 III Doenga Cardiaca | Urticaria Sim
44 Mulher | 45 v Dermatite de Contato Sim
45 Homem | 21 v Rinite Medicamento Nao
46 Homem | 23 v Nao
47 Mulher | 51 v Hipertensao Medicamento Sim
48 Mulher | 46 I Rinite Medicamento Sim

84



49 Mulher |29 I Rinite Medicamento Nao
50 Homem | 20 II Medicamento Nao
51 Homem | 19 II Rinite Nao
52 Mulher | 29 11 Sim
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