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RESUMO

As queimaduras s&o problemas de saude que sobrecarregam o Sistema Unico de
Saude (SUS) no Brasil apresentando alto custo para tratamento. Atualmente, os
tratamentos disponiveis focam em reduzir a contaminagao bacteriana das lesdes, mas
apresentam poucos efeitos indutores da cicatrizagdo. Assim, empregar plantas com
potencial terapéutico, pode ser uma alternativa. A McLTP1, uma proteina transferidora
de lipidios isolada das sementes da Morinda citrifolia (noni) tem mostrado efeitos
antinociceptivos. anti-inflamatorios, antibacterianos e antioxidantes, mas seu efeito
cicatrizante ainda nao foi estudado. Diante disso, o objetivo desse estudo foi investigar
o efeito da McLTP1 na cicatrizagdo de queimaduras superficiais em camundongos. O
estudo obteve aprovacdo da CEUA NPDM - UFC (protocolo: 02170619-0). A
avaliacao da proliferacéo celular foi realizada com linhagens de fibroblastos murinos
(L929), pelo método da sulforodamina B (SRB) nos tempos de 24, 48 e 72 horas. A
queimadura foi induzida pelo contato direto de uma placa de ago quadrada inox (1,5
cm?). Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (n= 6/grupo) e
tratados diariamente com solugao salina de NaCl a 0,9% (Sham), Sulfadiazina de
prata 1% (Sulfa 1%), creme lanette (Veiculo), a McLTP1 a 0,25% e 0,5% em creme
lanette. Os animais foram eutanasiados apés 3, 7 e 14 dias. O ensaio de SRB mostrou
que a McLTP1 promoveu aumento da proliferacdo celular na concentracdo de 0,05
pMg/ml em relagdo aos controles DMEM e Salina. Nos animais, a McLTP1 promoveu
fechamento total das feridas apdés 2 semanas de tratamento, reduziu os escores
histopatoldgicos apds 7 dias, bem como induziu a formagao de um epitélio de maior
espessura ao 14° dia, modulou a inflamacgao reduzindo a atividade da MPO, os niveis
de TNF-q, IL-1B e IL-6 e aumentando IL-10 em 3 dias, modulou a produgédo de VEGF
nos trés tempos de analise do estudo, favorecendo a cicatrizagdo, aumentou os niveis
de TGF-B e asimunomarcacgdes para FGF apds 7 dias, reduziu a expressao para TNF-
a no 3° dia e exerceu fungao antioxidante ao reduzir MDA e nitrito e aumentar o GSH
ap6s 3 dias da queimadura. Em suma, a McLTP1 mostrou uma importante agao
cicatrizante neste modelo de queimadura, apresentando efeitos adicionais anti-

inflamatorios e antioxidantes.

Palavras-chave: cicatrizagéo; Morinda citrifolia; queimaduras.



ABSTRACT

HEALING EFFECT AND UNDERLYING MECHANISMS OF A PROTEIN
ISOLATED FROM NONI SEEDS Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) ON
SUPERFICIAL BURNS IN MICE

Burns are health problems that burden the Unified Health System (SUS) in Brazil,
with a high cost for treatment. Currently, available treatments focus on reducing
bacterial contamination of lesions, but have few healing-inducing effects. Thus,
using plants with therapeutic potential can be an alternative. McLTP1, a lipid
transfer protein isolated from Morinda citrifolia (noni) seeds, has shown
antinociceptive effects. anti-inflammatories, antibacterials and antioxidants, but
its healing effect has not yet been studied.Therefore, the aim of this study was to
investigate the effect of McLTP1 on the healing of superficial burns in mice. The
study was approved by CEUA NPDM — UFC (protocol: 02170619-0). Cell
proliferation was evaluated using murine fibroblasts (L929) using the
sulforodamine B (SRB) method at 24, 48 and 72 hours. The burn was induced by
direct contact with a square stainless-steel plate (1.5 cm?). The animals were
divided into five experimental groups (n=6/group) and treated daily with 0.9%
NaCl saline solution (Sham), 1% silver sulfadiazine (1% sulfa), lanette cream
(Vehicle), the 0.25% and 0.5% McLTP1 in cream lanette. The animals were
euthanized after 14 days. The SRB assay showed that McLTP1 promoted an
increase in cell proliferation at a concentration of 0.05 pg/ml compared to DMEM
and saline controls. In vivo, McLTP1 promoted total wound closure after 2 weeks
of treatment, reduced histopathological scores at 3rd day, as well as induced the
formation of a thicker epithelium and collagens synthesis on 14th day, modulated
inflammation by reducing MPO activity, TNF-a, IL-13 and IL-6 levels and
increasing IL-10 after 3 days of burn, modulated VEGF production at three times
analyzed in this study, increased TGF- and immunostaining for FGF after 7
days, reduced immunostaining for TNF-a on the 3rd day and exerted an
antioxidant function by reducing MDA and nitrite and increasing GSH at day 3. In
short, McLTP1 showed an important healing action in this burn model, showing
additional anti-inflammatory and antioxidant effects.

Keywords: burns; Morinda citrifolia; wound healing.
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INTRODUGCAO
1.1 Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) “Noni”

A Morinda citrifolia L. (Noni) € uma planta medicinal bastante popular,
descoberta pelos ancestrais polinésios a mais de 2000 anos, que apresenta uma
ampla variedade de propriedades nutricionais (Singh, lkahihifo, Panuve, 1984;
Whistler, 1985). A arvore pode chegar até 6 metros de altura, cujas folhas verdes e
ovais podem medir entre 10 e 30 cm. O fruto tem forma ovoide, e quando maduro
apresenta odor forte e sabor adstringente. As sementes s&o de cor marrom e
apresentam compartimento aerado que |lhes permite fluturar (Potterat; Hamburger,
2007).

Figura 1 - Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) “Noni”

https://jornalagricola.wordpress.com

Esta planta apresenta uma distribuigdo cosmopolita, se desenvolvendo
muito bem em ambientes tropicais, entretanto, metade das suas espécies é
encontrada na América do Sul. No Brasil existem, aproximadamente, 130 géneros e
um total de 1500 espécies de Morinda citrifolia L. (Joly, 2002). E considerada uma
planta de boa resisténcia ao estresse e longevidade. Se desenvolve bem quando
exposta ao sol e ventos frios, e dificimente € acometida por pragas (Germosén-
Robineau, 1995). Leva em torno de 1 ano de cultivo para o noni produzir seus frutos,
que apos isso, passa a ter producdo constante durante o ano inteiro (Torres et al.,
2017). No Brasil, o cultivo ja é relatado nos estados do Acre, S&o Paulo, Minas Gerais,
Para, Sergipe e Ceara, entre outros (Correia et al., 2011)

Estudos relatam que o noni apresenta beneficios terapéuticos contra o
cancer, diabetes, respostas alérgicas e ulceras gastricas (Whistler, 1992). Para

alcancar esses beneficios, sdo utilizados as raizes, caule, casca, frutos e folhas (Bao-
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Ning et al., 2005). Em modelo tumoral em animais, foi observado que o extrato aquoso
de folhas do noni inibiu o crescimento de células tumorais pela supresséo da resposta
imunolodgica via ciclooxigenase-2 (Lim et al., 2016). Wang e Su (2001) também
observaram, em modelo animal semelhante, que a administragdo de suco do noni
resultou na inibicdo de genes mutantes, mais especificamente por inibir a formagao
de compostos carcinogénicos que se ligam ao DNA celular.

O efeito antidiabético foi investigado em camundongos C57BL/6, apos
inducdo de diabetes tipo Il e tratamento com suco do noni. Observou-se que 0s
animais tratados demonstraram maior taxa de metabolismo da glicose, via fosforilagéo
do fator de transcrigdo FOXO1 (Nerurkar et al., 2012). Em outro estudo com ratos
diabéticos, o suco do noni reduziu os niveis séricos de glicose e apresentou agéo
sinérgica a terapia com insulina (Horsfall et al., 2008). As raizes do noni também
demonstraram efeito hipoglicémico em ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina. O extrato metandlico da raiz reduziu os niveis plasmaticos de glicose
(Kamiya et al., 2008). Efeito semelhante foi observado em ratos diabéticos tratados
com suco do noni fermentado, onde observou-se, além do efeito hipoglicémico,
propriedades hepatoprotetoras (Nayak et al., 2011).

As propriedades antialérgicas foram investigadas em ratos que tiveram as
orelhas inoculadas com alérgenos, que foram tratados com extrato etandlico das
folhas e frutos, administrado por vira oral. A avaliagéo foi realizada na fase imediata e
tardia da hipersensibilidade. Foi observada redugdo do edema nas duas fases
avaliadas, sugerindo que os extratos reduzem a degranulagdo de mastdcitos e a
liberacdo de histamina e outros mediadores inflamatoérios, o que permite levantar a
hipétese de que o noni pode ser efetivo em tratar reagdes de hipersensibilidade e
dermatite atépica (Murata et al., 2014).

A capacidade gastroprotetora da Morinda citrifolia L. foi avaliada por
Mahattanadul et al. (2011), que utilizaram o extrato aquoso da fruta em modelo de
inflamagéo gastro-esofagica, que agrega efeitos como esofagite de refluxo, gastrite
aguda induzida por etanol e ulcera gastrica induzida por acido acético. O noni preveniu
a esofagite, reduziu a formagao de lesbes gastricas e acelerou a cicatrizagdo de
ulceras induzidas por acido acético, com efeito similar a ranitidina e lansoprazol.

O potencial cicatrizante do Noni ja foi estudado anteriormente em modelo
de ferida excisional em ratos. Um extrato aquoso foi obtido através das folhas do Noni,
e utilizado diariamente na dose de 150 mg/kg por via oral, diluido na mamadeira de
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agua. Apos 5 e 11 dias, observou-se que o tratamento promoveu maior contragao das
feridas. Histologicamente, observou-se maior quantidade de colageno e fibroblastos,
e redugdo de infiltrado inflamatério dos animais tratados com o extrato (Nayak,
Sandiford, Maxwell; 2009).

1.2Proteina transferidora de lipidios, McLTP1, isolada das sementes de Noni
Morinda citrifolia L. (Rubiaceae)

As proteinas transferidoras de lipidios (LTPs) sdo abundantes no reino
vegetal e estdo envolvidas na sinalizagdo contra a invasdo de microorganismos
(Azofra et al., 2016). As LTPs sao divididas em duas familias de acordo com seu
peso molecular, sendo a primeira familia denominada LTPs tipo 1 com massa
molecular de aproximadamente 9 kDa e cerca de 90 aminoacidos, incluindo a grande
maioria dessas proteinas. A segunda familia é denominada LTPs tipo 2 formada por
proteinas com massa molecular de aproximadamente 7 kDa e cerca de 70
aminoacidos. Essas proteinas contém oito residuos de cisteina formadoras de
pontes dissulfeto que estabilizam sua estrutura, composta de um feixe de quatro a
cinco a-hélices, que formam uma cavidade hidrofobica com capacidade de facilitar
a troca de lipideos entre membranas, por exemplo acidos graxos e fosfolipideos
(Asero et al., 2017; Deeken et al., 2016; Salmien, Blomqvist, Esqvist, 2016).

Em 2016, Campos et al. utilizaram as sementes da Morinda citrifolia L. e
isolaram, pela primeira vez, uma proteina transferidora de lipideos chamada McLTP1.
O isolamento foi feito em quatro etapas onde se obteve o rendimento de 72 mg de
McLTP1 para 100 g de sementes de Noni. Apos a purificagdo, a McLTP1 apresentou
uma massa molecular em torno de 9.4 kDa e sua sequéncia N-terminal
(AVPCGQVSSALSPCMSYLTGGGDDPEARCCAGV) demonstrou um alto grau de
identidade com outras proteinas transferidoras de lipidios vegetais ja relatadas, bem
como boa estabilidade térmica e resisténcia a acdo enzimatica da pepsina, tripsina e
quimotripsina.

Campos et al., (2016), além de isolarem a McLTP1 das sementes de noni,
realizaram ainda a administracao intraperitoneal de McLTP1 nas doses de 1, 2,4 e 8
mg/kg via oral de 8 mg/kg e camundongos, e observaram que essa proteina inibiu a
contorgdo animal em resposta ao acido acético. O pré-tratamento de camundongos
com a McLTP1 (8 mg/kg, i.p. e v.0.) também diminuiu as fases neurogénica e
inflamatoria da nocicepgdo no teste da formalina. A naloxona (2 mg/kg, i.p.),
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antagonista de receptores opioides, interferiu no efeito analgésico da McLTP1, o que
possibilita sugerir que a agao antinociceptiva desta proteina ocorra pela via opioide.

A dose de 8 mg/kg (v.o e i.p.) de McLTP1 inibiu a quimiotaxia de neutrofilos
em modelo de peritonite aguda induzida por carragenina e reduziu o aparecimento de
edema de pata induzido por carragenina e dextrana em camundongos. Também foi
observada a redugéo da presenca de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-
6 e aumento de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, nas amostras de pata, sugerindo-
se que os efeitos anti-inflamatérios podem estar associados a modulagao de citocinas
inflamatérias. A McLTP1 também foi capaz de reduzir marcadores de leséo
pancreatica como a amilase e a lipase séricas (Campos et al., 2017).

Em um estudo in vitro e in vivo, a McLTP1 nas concentragdes de 12,5 a
800 pg/mL demonstrou atividade antibacteriana contra Sthaphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, reduzindo o crescimento de col6nias e a formacéo de
biofilme. Ademais, essa proteina induziu maior sobrevivéncia de camundongos em
modelo de sepse com ligadura do ceco, uma vez que nenhum animal tratado com a
dose de 8 mg/kg por vias oral ou intraperitoneal morreu. Esses animais ainda
apresentaram melhora nos sinais de infec¢cado como perda de massa corporal, febre,
leucocitose e dano aos 6rgaos, além de modular a resposta inflamatoria induzida pela
sepse (Souza et al., 2018).

Nogueira et al. (2022) demonstraram efeitos gastro e hepatoprotetor da
McLTP1, ao reduzir, nas doses de 4, 8 e 16 mg/kg, lesdes gastricas induzidas por
etanol, tanto de maneira profilatica como terapéutica. Esse estudo também
demonstrou que o pré-tratamento de um inibidor da sintese de 6xido nitrico, 0 Nw-
nitro-arginina-metil-ester (L-NAME) (20 mg/kg, i.p.), reverteu parcialmente o efeito
protetor da McLTP1, o que possibilita sugerir que a protecdo observada com esta
proteina pode estar relacionada a via do 6xido nitrico. Além disso, a McLTP1
demonstrou reduzir a secregédo gastrica em modelo de ligadura do piloro, bem como
os niveis de malondialdeido (MDA), e aumentar os niveis de glutationa reduzida
(GSH), desempenhando em conjunto um efeito antioxidante. No modelo de lesdo
hepatica induzida por paracetamol, a dose oral de 8 mg/kg de McLTP1 reduziu os
niveis séricos de AST e ALT e hepaticos de MDA, aumentando os niveis de GSH, de
maneira semelhante ao modelo de lesao gastrica.

Do Carmo et al. (2022) investigaram os efeitos da McLTP1 em modelo de
mucosite intestinal induzida por irinotecano. As doses de 2 e 8 mg/kg via
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intraperitoneal reduziam a diarreia e a mortalidade dos animais. A maior dose preveniu
o dano intestinal causado pelo irinotecano e a contragdo causados pela mucosite,
diminuindo a contratilidade excessiva do musculo intestinal. Também reduziu a
atividade da mieloperoxidase, os niveis de IL-1p, IL-6 e KC e a expressédo de COX-2,
NF-KB e iNOS.

Diante desses resultados que mostram o potencial terapéutico da McLTP1
e a necessidade de opgdes farmacoldgicas mais eficazes na cicatrizagédo de feridas,

se faz interessante investigar o efeito dessa proteina na cicatrizagdo de queimaduras.

1.3 Constituicao da pele e o processo de cicatrizagao

A pele exerce um importante papel na homeostasia e protecdo do
organismo contra agentes agressores do ambiente. Esse 6rgéo esta envolvido no
transporte de fluidos, na regulacdo da temperatura, na percepgao de sinais do
ambiente, bem como na produ¢do de horménios e moléculas de sinalizagdo (Nejati;
Kovacic; Slominski, 2013). E constituida por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme, que contém uma enorme variedade celular como células estromais,
epidermais, endoteliais e neuronais, bem como € composta, também de matriz
extracelular (MEC) (Mathes et al., 2013; Spichka et al., 2019).

A epiderme, primeira camada da pele, é a barreira principal que separa os
orgaos internos do meio ambiente. Ela & dividida em subcamadas como camada
cérnea, camada clara, camada granular, camada espinhosa e camada basal (Fuchs,
2008; Arda et al., 2014). Sua espessura é fina, composta por queratinécitos, células
de merkel e langerhans e melandcitos. Os queratindcitos sdo a populagao de células
mais abundantes na epiderme, e sdo responsaveis pela sua constituicio estratificada
e pela produgao de queratina (Strong; Neumaister; Levi, 2017). Os melandcitos estéo
localizados na camada basal da epiderme e sintetizam melanina, um pigmento que
absorve os raios ultravioletas, protegendo a pele de seus efeitos negativos (Arda et
al., 2014). As células de meckel sdo os receptores mecanicos, também localizados na
camada basal. As células de Langerhans e os mondcitos estdo distribuidas na
camada espinhosa e desempenham fungao imunoldgica, apresentando antigenos,
fagocitando patégenos e outros componentes estranhos (Mathes et al., 2014).

Abaixo da epiderme, situa-se a derme, agregando vasos sanguineos e
linfaticos, glandulas sebaceas e foliculos pilosos e constituida por duas camadas de
tecido conectivo e MEC: camada papilar e reticular (Arda et al., 2014; Strong;
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Neumaister; Levi, 2017). A camada papilar € superficial e constituida por tecido
conectivo como colageno tipo lll. A camada reticular, mais fina e profunda, é composta
por fibras mais organizadas de colageno tipo | e lll e vasos sanguineos mais largos
(Arda et al., 2014).

O tecido conectivo da derme é formado, em sua maioria por fibras
colagenas que conferem resisténcia, mas também por elastinas e proteoglicanas,
responsaveis por trazer elasticidade e flexibilidade, viscosidade e hidratagcao (Pozzi,
luchenko, Yozzo et al, 2017). As células mais importantes da derme s&o os
fibroblastos, que sdo os responsaveis pela manutengdo da MEC ao produzir colageno,
elastina e proteoglicanas e secretar fatores de crescimento como TGF-p, citocinas
como TNF-o e metaloproteinases de matriz (MMPs). Além disso, também s&o
importantes para a diferenciagéo e proliferagdo de queratindcitos (Wang; Thampathy,
2007). Diante disso, os fibroblastos sdo as células centrais da remodelagdo e
cicatrizagédo da pele (Cerqueira; Pirraco; Marques, 2016).

Entre a derme e a camada muscular, localiza-se a hipoderme, cuja fungéo
€ proteger os orgaos internos de traumas térmicos e mecanicos, participa da sintese
hormonal e constitui uma reserva energética (Nejati; Kovacic; Slominski, 2013). E

formada por uma rede de I6bulos de adipdcitos, perfundida por tecido nervoso e por

uma microvasculatura sanguinea e linfatica, que melhora a nutricdo e a oxigenagao
(Arda et al., 2014).
Figura 2 — Camadas que constituem a pele
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https://escolaeducacao.com.br/a-pele-e-um-tecido-ou-um-orgao/
A pele é dividida em trés camadas: epiderme, que serve de barreira protetiva e regula o transporte de

fluidos; derme: que agrega os vasos sanguineos e linfaticos e as fibras colagenas; hipoderme: contém
a camada de gordura e participa na sintese hormonal
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O restabelecimento da pele apés uma lesdo € um processo dinamico que
conta com quatro fases classicas: homeostasia, inflamacao, proliferagdo e maturacao.
Na fase de homeostasia, ocorre constrigao dos vasos sanguineos afetados e ativagao
plaquetaria para promover a coagulagédo sanguinea (Clark, 2003). O coagulo promove
protecao a ferida e serve de arcaboucgo para células inflamatérias. Os neutréfilos sdo
as primeiras células a serem recrutadas, e constituem a primeira linha de defesa
contra a colonizac&o de bactérias oportunistas (Wilgus; Roy; Daniel, 2013).

A fase inflamatoria se inicia com a infiltragao de células mononucleares no
tecido afetado (Herman, 2005; Lorenti, 2012). Mondcitos sdo recrutados dentro de 48
a 96 horas apos a lesédo, e se diferenciam em macréfagos no local (Park; Barbul,
2004). A ativagdo dos macrofagos torna por induzir o sistema imune adaptativo a
enviar células fagocitarias como as células de Langerhans e outras células dentriticas
e os linfocitos T para combater microorganismos (Davies et al., 2013a, 2013b).

A fase de proliferacdo conta com a multiplicacdo celular buscando a
epitelizagao, fibroplasia, angiogénese e formagéo de tecido de granulagdo (Herman,
2005; Lorenti, 2012). Ao passo que a fase inflamatoria se finaliza, a angiogénese
comeca a ser estimulada. Ela envolve a proliferagdo de células endoteliais, migragéo
e ramificacdo para formar uma nova rede de vasos sanguineos (Rodrigues et al.,
2019). Pericitos da camada basal promovem um arcabougo para as células
endoteliais, e ajudam neste processo (Ansel et al. 2015).

Enquanto novos vasos surgem, fibroblastos residentes se proliferam e
invadem o coagulo para formar tecido de granulagdo, dando inicio a ultima etapa da
cicatrizagdo caracterizada pela deposicdao de colageno ou formagdo da cicatriz
(Herman, 2005; Lorenti, 2012). Os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos,
delimitando as margens da lesdo (Martin, 1997) e depositam MEC alterando o
microambiente inflamatorio para proliferativo (Werner, Krieg, Smola, 2007). A partir
disso, inicia-se a reepitelizagdo da area afetada (Rodrigues et al., 2019). O processo
de reparo também agrega a reconstrugdo dos anexos da pele. Glandulas sebaceas,
sudoriparas e foliculos pilosos sao restituidos pela multiplicacdo de células
pluripotentes residentes. Essas células s&o unipotentes na homeostasia, mas apds a
lesdo se tornam-se altamente diferenciaveis, originando variados tipos celulares que
rapidamente reestruturam a epiderme durante a cicatrizagado (Achauer et al., 1998;
Blanpain; Horsley, Fuchs, 2007; Fuchs, 2009; Rodrigues et al., 2019).
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1.4Cicatrizacao de queimaduras

De acordo com o ministério da saude, as queimaduras sao problemas de
saude publica que acometem pelo menos 1 milhdo de brasileiros a cada ano

(www.saude.gov.br — acesso em 13 de janeiro de 2022). Desses, cerca de 2.500

poderdo ir a 6bito em fungdo direta ou indiretamente da queimadura (Rosa; Lima,
2021). Em 2012, o ministério da saude demonstrou que as queimaduras pelo mal uso
de alcool liquido e outras substancias inflamaveis como gasolina e querosene, sao as
formas mais comuns de incidentes, seguidos pelo mal uso agente quimicos e
exposi¢cao a corrente elétrica. Os locais de ocorréncia, na maioria dos casos, séo as
residéncias das proéprias vitimas. Estima-se que o gasto médio anual de dinheiro
publico com o tratamento de queimaduras seja de 55 milhdes de reais (Greco-Junior
et al., 2007; BRASIL, 2012).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, as queimaduras s&o
consideradas um agravo de saude, uma vez que podem ser altamente agressivas a
depender da sua extensdo, podem causar ndo somente alteragdes fisicas, mas
também metabdlicas, perda de liquido, infecgbes oportunistas e faléncia de 6rgaos
(Nielson et al., 2017). Porém, ainda s&o bastante negligenciadas, por isso a alta taxa
de mortalidade. Esse cenario ndo é observado em paises desenvolvidos, que
apresentam, por sua vez, taxas menores uma vez que empregam agdoes mais
eficientes de prevencéo e tratamento (Lafaiete, 2019).

Sabe-se que as queimaduras se estabelecem em estagios diferentes, de
acordo com a sua severidade, variando entre os tipos | a IV ou de primeiro a quarto
grau (Hermans, 2006; Tiwari, 2012). A lesdo por queimadura inclui as zonas de
coagulagdo, estase e hiperemia (Hussain et al., 2013). A area de coagulagéo
corresponde ao tecido destruido pelo trauma. Ela é circundada pela area de estase,
com aumento da resposta inflamatéria e baixa perfuséo tecidual. A ultima camada, ao
contrario da camada de estase, apresenta alta microvascularizagdo. N&o é incomum
que a zona de estase evolua para a necrose tecidual com o decorrer do tempo (Bohr
et al., 2013; Nielson et al., 2017).
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Figura 3 — Estagios e zonas das queimaduras
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Os eventos de cicatrizagdo das queimaduras dependem da sua extensdo. Queimaduras de estagio |,
atingem a hipoderme, estagio I, a epiderme e derme, estagio lll, alcangcam também a hipoderme e
estagio IV atingem, além das trés camadas, musculos, tenddes e ossos. Essas lesdes apresentam
zonas de coagulagao, correspondente a area do trauma, zona de estase, com baixa perfusdo tecidual
e zona de hiperemia, com aumento da microvascularizacao.

Queimaduras de primeiro grau atingem apenas a epiderme. As de segundo
acometem a epiderme e a derme, enquanto as de terceiro grau danificam a epiderme,
a derme e a hipoderme (Hermans, 2005; Rnjak et al., 2011). Queimaduras de quarto
grau sdo aquelas que se estendem além da hipoderme, atingindo musculos, tenddes
€ 0Ss0s, ndo causam dor pois 0s nervos estdo completamente destruidos. Sao de
baixa incidéncia, e geralmente sdo letais e muitas vezes, é necessaria a amputagao
da area acometida devido a extenséo do trauma (Nuchtern et al., 1995; Parrett et al.,
20086).

Os mecanismos celulares que envolvem a primeira fase das lesdes por
gueimaduras podem incluir a trombose capilar, produ¢cao de mediadores inflamatorios
e fatores pro-apoptoticos (Nielson et al., 2017). A lesdo de queimadura leva a ativagéo
do fator de transcricdo nuclear kB (NF-«kB), responsavel por induzir a produgcao de
muitos mediadores proé-inflamatoérios a partir da ativagdo de macrofagos, como o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e prostaglandina E> (PGE->)
(Schwacha, 2003; Vaughn; Beckel, 2012). Além da produgéo elevada de citocinas proé-
inflamatdrias, a queimadura também resulta no aumento da liberagdo de espécies
reativas de oxigénios (ROS), como o anion superoxido, radical hidroxil, peroxido de
hidrogénio, além do 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (Sehirli et al., 2008).

A produgao de TNF-a também esta envolvida na resposta antibacteriana,
pela liberacdo de células de defesa, como neutrofilos, e por induzir a liberagdo de
outras citocinas, como interleucina-1 (IL-1) e IL-6 (Ravat et al., 2011). E nesta fase da
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lesdo por queimadura que, a depender da extensao da lesdo, pode ocorrer faléncia
de 6rgéos, devido a resposta inflamatoria exacerbada (Nielson et al.,2017).

Apods a queimadura, o nivel de adenosina trifosfato (ATP) do tecido diminui
enquanto o de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) aumenta. Este ultimo é
convertido na hipoxantina, um substrato da xantina oxidase. A agcédo desta enzima
sobre a hipoxantina libera a xantina e oxigénio. A ativagao desta via leva a produgéo
de radicais livres como superoxido e peroxido de hidrogénio (Parihar et al., 2008).
Além disso, neutrdfilos recrutados e ativados no local no trauma, contribuem para o
aumento de ROS (Parihar et al., 2008; Nielson et al., 2017). A produgédo intensa
desses radicais, além de participar na resposta inflamatoria local, também contribui
para a sindrome da resposta inflamatoria sistémica, imunossupressio, infecgao
secundaria e septicemia, que podem culminar em dano tecidual e faléncia multipla de
orgaos (Horton et al., 2003). Diante disso, a resposta clinica do individuo ao trauma
por queimadura depende, principalmente, do estresse oxidativo tecidual ocasionado
e a capacidade de resposta anti-oxidante (Horton et al., 2003; Nielson et al., 2017).

A segunda fase da fisiopatologia das queimaduras se caracteriza pelo
aumento da atividade anti-inflamataria, principalmente pela intensa diferenciacao de
linfécitos ThO em linfocitos Th-2 (Nielson et al., 2017). Células Th-2 sdo responsaveis
pela produgao de trés mediadores considerados os principais atuantes na resposta
anti-inflamatoria: interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e o fator de
transformacgao do crescimento-  (TGF-B) (Ravat et al., 2011).

A cicatrizacdo das lesbes por queimadura depende da extensao do dano
tecidual que causaram (Oryan et al., 2017). Queimaduras de primeiro grau
superficiais, tendem a cicatrizar sem deixar cicatrizes, enquanto as queimaduras mais
profundas requerem tratamento prolongado, que incluem cirurgias reconstrutivas para
liberar as contraturas ocasionadas pelas cicatrizes extensas (Wang et al., 2010).
Embora queimaduras superficiais possam desaparecer dentro de duas semanas se
mantidas limpas, sdo processos dolorosos que podem sofrer o processo de conversao
de queimaduras em estagios mais avangados, como Il e lll, por isso 0 manejo destas
lesbes ndo deve ser negligenciado (Palackic et al., 2022).

Por isso, independentemente do estagio em que se encontra a queimadura,
0 processo de cicatrizagao € imprescindivel para o retorno da funcao e da estética da
pele. Quanto mais breve o fechamento da lesdo, menor a probabilidade de infeccéo e
perda de fluido, consequentemente, reduz-se o tempo de tratamento e a incidéncia de
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cicatrizes hipertroficas (Kim et al., 1998; Xiao et al., 2002; Ong et al., 2006; Siaaq et
al., 2012). Por isso determinar a profundidade da queimadura se faz necessario para
estabelecer o melhor tratamento (Singer; Boyce, 2017). A literatura traz uma
variedade de métodos para estabelecer a profundidade de uma queimadura. Destes,
o escaneamento por Doppler é o mais comumente utilizado (Jaskille et al., 2010).

A inducdo da proliferagdo celular necessaria para a cicatrizacdo das
queimaduras ocorre pela agcado das células de langerhans (Vinish et al., 2016). A
angiogénese é induzida por mediadores como VEGF e CXCL-12 e a contracdo da
lesdo € mediada pela agdo do TGF-B (Sakalioglu et al., 2006; Fox et al., 2008).
Diferentemente de outros tipos de feridas, as queimaduras também exercem efeitos
sistémicos renais, pulmonares, cardiacos, gastrintestinais, entre outros (Sarrazy et al.,
2011). Na area queimada, a presenca de TNF-a e IL-6, IL-8 e IL-13 em niveis elevados
esta relacionada a esses efeitos, e demonstra-se ainda que as suas concentracoes
plasmaticas estdo diretamente relacionadas ao tamanho da superficie de pele
queimada. O pico destas citocinas esta relacionado a um maior risco de infeccgao,
disfungdo multipla de 6rgédos e morte (Van der Water et al., 2013; Ghieh et al., 2015;
Rowan et al., 2015). Além disso, a queimadura promove um desequilibrio na resposta
imunoldgica, uma vez que nos estagios iniciais, ocorre a supressao da medula 6ssea
seguida de disfungdo das células imunes, podendo contribuir para o surgimento de
infecgdes resistentes as terapias comuns, resultando em sepse e retardo na
cicatrizagdo das queimaduras (Church et al., 2006; Hampson et al., 2016).

Além dos aspectos imunologicos, o controle de possiveis contaminagdes
também se faz importante para a cicatrizagdo da queimadura, uma vez que a perda
da camada estratificada constitui uma porta de entrada para microorganismos
colonizadores da prépria pele (Singer; Boyce, 2018). Para evitar complicagdes
posteriores, a remocao de escaras da queimadura e a limpeza frequente da area
podem retardar a formacédo do biofilme bacteriano na lesdo. A aplicacio tépica de
agentes antimicrobianos como a bacitracina, nistatina e sulfadiazina de prata
facilitaram a restauragcdo da camada cornea e o fechamento da ferida, bem como
controlaram a fase inflamatoria da cicatrizacdo (Neely et al., 2009; Rashaan et al.,
2014).

Queimaduras severas necessitam de rapido tratamento para que o
processo de cicatrizagdo ndo seja prejudicado e nem resulte em infecgdo. Embora
muitas preparagdes tdpicas para o tratamento das queimaduras estejam disponiveis
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no mercado, ainda se considera a auséncia de abordagens adequadas, uma vez que
a grande maioria dos produtos exerce acdo antimicrobiana, e n&o cicatrizante
(Bahramsoltani; Farzaei; Rahimi, 2014). Estudos demonstram que a sulfadiazina de
prata exerce efeito toxico sobre fibroblastos, tendo uso limitado como tratamento
cicatrizante de queimaduras (Hassanzadeh et al., 2013). Apenas 1 a 3% dos
medicamentos utilizados para tratamento de queimaduras tem se mostrado eficazes
na cicatrizacéo da pele lesionada (Kumar et al., 2007).

Muitos modelos animais tém sido desenvolvidos para estudo da
fisiopatologia das queimaduras como uma tentativa de otimizar possiveis tratamentos,
entretanto pouco tem se descoberto acerca desse tema (Nielson et al., 2017). Nesse
cenario, vem crescendo os estudos que tentam investigar o potencial de plantas
medicinais como agentes cicatrizantes, uma vez que estas apresentam uma ampla
variedade de constituintes como alcaloides, dleos essenciais, flavonoides, acidos
graxos e compostos fendlicos os quais podem ser capazes de potencializar a
cicatrizagdo ndo s6 de queimaduras, mas também de feridas em geral (Bahramsoltani;
Farzaei; Rahimi, 2014). Além disso, compostos naturais apresentam, em sua grande
maioria, baixo custo, disponibilidade e poucos efeitos colaterais, o que faz com que
sejam objetos de estudo promissores no ramo da cicatrizagdo da pele (Thakur et al.,
2011; Rahimi et al., 2012; Farzaei et al., 2013). Nesse contexto, se faz necessario
avaliar abordagens terapéuticas naturais que possam otimizar o processo de

cicatrizacdo de queimaduras.
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2 JUSTIFICATIVA

A McLTP1 tem mostrado efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos
importantes em modelos experimentais. Entretanto, ndo ha relatos na literatura que
mostrem se essa proteina possui um efeito estimulador da cicatrizagdo, como ja
mencionado com outras partes do Noni. Dito isso, € importante avaliar se esta fragcédo
pode constituir uma alternativa de tratamento para feridas como as queimaduras.

Pode-se considerar que o tratamento de queimaduras € um desafio na
pratica clinica, pois estas sao bastante frequentes e apresentam riscos de
complicagdes tardias que aumentam a morbidade e mortalidade, matando cerca de
180.000 pessoa por ano, principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil
(World Health Organization. Burns. Fact Sheets. Published 2018. Available online:
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/burns).

Portanto, muitos esforgos tém sido aplicados para o melhor entendimento
do mecanismo fisiolégico da cicatrizagdo de queimaduras, bem como das
interferéncias que ocorrem durante este processo, e, também, na descoberta e
elaboragdo de novas ferramentas biotecnoldgicas, que sao importantes para
aprimorar o tratamento de pacientes com lesdes de pele. A literatura demonstrou que
a McLTP1 inibiu, de forma eficaz, o crescimento de bactérias que colonizam a pele
como Stapholococcus aureus e epidermidis (Souza et al., 2018), as quais podem
causar infecgcdo secundaria nessas lesdes. Este achado eleva, ainda mais, a
importancia desse investigar se esta proteina pode ser uma alternativa de tratamento
e diminuicdo das complicagdes das queimaduras.

Ademais, o modelo de queimadura em camundongos ira fornecer
informacdes cruciais para a melhor compreensdo sobre o efeito da McLTP1 em
queimaduras superficiais. Além disso, € importante validar o uso medicinal dessa
proteina para o tratamento de processos inflamatorios e possibilitar o desenvolvimento
de um biofarmaco como nova alternativa terapéutica, menos oneroso e mais eficiente
que as disponiveis no mercado, visto que os curativos e estratégias utilizados séo de

dificil acesso a populagao brasileira.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito cicatrizante da proteina transferidora de lipideos isolada das
sementes de Morinda citrifolia (McLTP1) em modelo de queimadura superficial

em camundongos

3.2 Especificos

e Avaliar o efeito proliferativo da McLTP1 em linhagem celular de
fibroblastos murinos (L929)

e Avaliar macroscopicamente o efeito da McLTP1 sobre a contragao
da queimadura;

e Auvaliar o efeito da McLTP1 sobre o reparo tecidual na queimadura
pela analise histolégica do infiltrado inflamatério, arquitetura
tecidual e neoformacao epitelial;

e Investigar efeito da McLTP1 na modulagdo da inflamacgéo induzida
pela queimadura através da determinacgao tecidual de mediadores
inflamatorios (MPO, NO, TNF-a, IL-1p e IL-6) e anti-inflamatério (IL-
10);

e Analisar o efeito da McLTP1 sobre a liberagdo e/ou expressao
tecidual de fatores de crescimentos envolvidos na angiogénese
(VEGF) e na neoformacao tecidual (TGF-$ e FGF) na queimadura;

e Auvaliar o efeito da McLTP1 sobre o estresse oxidativo induzido pela
queimadura, através da determinagao tecidual de MDA, GSH e

nitrito;
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolamento e purificagdao da proteina isolada da semente de Morinda
citrifolia L. (McLTP1)

A McLTP1 foi isolada e purificada de acordo com a metodologia descrita
por Campos et al. (2016) com as modificagdes introduzidas por Souza et al. (2018) no
Laboratério de Quimica Medicinal do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos, coordenado pelo Prof. Dr. Hermdgenes David de Oliveira. O
rendimento da proteina foi de aproximadamente 72 mg para 100g de semente e sua
pureza foi confirmada por SDS-PAGE.

Figura 4 - Analise eletroforética do isolamento da proteina da semente de
Morinda citrifolia L. (McLTP1)
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Perfil eletroforético (SDS—PAGE 15%; 20 ug). Raia 1: marcadores de massa molecular (kDa);
Raia 2: Extrato total das sementes de Morinda citrifolia; Raia 3: McLTP1. Bandas proteicas foram
coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250. Fonte: CAMPOS, 2016.

4.2 Cultivo das linhagens de fibroblastos murinos

As células L929 (linhagem de fibroblastos murinos) adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de antibidtico (100 Ul/ml de
penicilina/estreptomicina 100 pyg/mL) (Gibco) em estufa de a 37°C em incubadora
(Panasonic modelo MCO 19AICUU-PA) com 95% de umidade e 5% de COa..
(YOUSEFI et al., 2017; KEYOU et al., 2016).
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4.2.1 Avaliagao do efeito de McLTP1 na viabilidade de fibroblastos murinos
pelo método da Sulforodamina B (SRB)

A determinacgéo da proliferagdo celular induzida pela McLTP1 foi avaliada
pelo ensaio da sulforodamina B (SRB). Apos 24 h de crescimento celular, as células
foram incubadas com diferentes concentragdes de McLTP1 (0,05 — 25 ng/mL) por 24,
48 e 72 h. Apos o tempo de incubacéo, o meio de cultivo da placa foi removido e as
células foram fixadas com 100 uL de acido tricloroacético 10% (p/v), por no minimo
1h a 4°C, em seguida coradas com 100 uL de SRB 0,4% ((p/v) em acido acético 1%)
e mantida em incubadora com 5% CO2 a 37°C por 30 min. As placas forao lavadas
com acido acético 1% para a remocao do excesso de corante, e entdo adicionados
200 pL de solugao de leitura tampao Tris-base (10 mM) e homogeneizado por 10
minutos (HOUGHTON et al., 2007). A absorbancias (Abs) da placa fordo lidas em
leitora de microplacas (Multiskan FC — Thermo Scientific®) no comprimento de onda
de 540 nm.

Os resultados do SRB foram expressos como percentual de viabilidade

celular, determinado através da formula:

Viabilidade (%) = (Abs da amostra/Abs média do grupo controle DMEM) x 100

4.3 Protocolo de indugao de queimadura superficial e tratamento dos animais

4.3.1 Animais

Foram utilizados 180 camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem
swiss (8 semanas de idade — 20 a 25 g) cedidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (BIOCEN-UFC) e mantidos no Biotério do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da UFC, local onde foram realizados todos os
protocolos experimentais in vivo. Os animais foram mantidos em ciclo de 12h
claro/escuro, temperatura (23 + 2°C) e umidade (55 = 10%) controlados, com
fornecimento de ragdo e agua a vontade.

Todos os protocolos realizados neste estudo seguiram as diretrizes éticas
estabelecidas pelos Principios Eticos na Experimentagdo em Animais adotados pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), analisados e
aprovados (sob o n° 02170619-0) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC — ANEXO I).
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4.3.2 Preparo dos cremes dermatolégicos

Os cremes dermatologicos foram preparados pela Farmacia de
manipulagédo veterinaria, DrogaVet, localizada na avenida Senador Virgilio Tavora,
485, Meireles, Fortaleza-CE. As quatro formulagdes foram confeccionadas a partir da
base Lanette sendo que a um deles n&o foi incorporado nenhum principio ativo. Este
foi definido como veiculo (controle negativo). Aos demais foram incorporados a
Sulfadiazina de prata 1% (controle positivo) e a McLTP1 nas concentragdes de 0,25%
e 0,5%.

Tabela 1 — Composigédo dos cremes dermatoldgicos

COMPONENTE CONCENTRAGAO
Butil-hidroxi toluol 0,05%
Solucao germall 115 50% 0,06%
EDTA 0,1%
Nipazol 0,1%
Nipagim 0,2%
Propilenoglinol 5%
Vaselina liquida 5%
Lanette N 10%
Agua purificada 76,95 %

Foram adicionados a base lanette sulfadiazina de prata a 1% e a McLTP1 nas

concentracdes de 0,25 e 0,5%.

4.3.3 Indugao das queimaduras superficiais

Os animais permaneceram na sala de experimentagao animal do biotério
do NDPM pelo periodo minimo de 7 dias, para aclimatagao e redugao de estresse
prévio ao inicio dos protocolos.

No dia inicial, as bancadas da cirurgia foram, previamente, higienizadas
com alcool etilico 70% para prevencao de contaminagdo cruzada. ApdOs isso, 0s
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animais foram anestesiados com uma combinagao de cloridrato de xilazina (10 mg/kg,
i.p.) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p.). Apds a anestesia, a regido do dorso
dos animais foi desinfectada com gel de clorexidina a 2%, tricotomizada (8 cm?) e
assepsiada com idodopovidona a 1% e alcool etilico a 70%. A queimadura superficial
de foi induzida pelo contato direto de uma placa de ago quadrada inox (1,5 cm?)
aquecida e regulada para 100°C por 6 segundos (Lima-Junior et al., 2017; Souza et
al., 2021). Apos a indugao da lesdo, os animais receberam 1 ml de soro fisiolégico
0,9% (i.p.) para reposicao de fluidos e foram mantidos em ambiente aquecido e sob
observacéo até a completa recuperagédo da anestesia (Figura 4).

A fim de se evitar infecgdes secundarias das feridas, previamente a indugao
das queimaduras, as bancadas foram higienizadas com alcool 70°. Os animais foram
organizados em caixas limpas (N=1/caixa), com maravalha estéril, durante toda a
duragao do protocolo experimental, de modo a ndo haver contaminacédo da area da
queimadura por contato com saliva de outros animais. Os instrumentais utilizados

também foram esterilizados.

4.3.4 Definigcao dos grupos experimentais

Ap6s a inducdo da queimadura, os animais foram distribuidos
aleatoriamente nas caixas individuais, de modo a obter-se um N de 6 a 7 animais por
grupo. O tratamento com os cremes foi iniciado logo apos a organizagao dos grupos.

Abaixo seguem as caracteristicas dos grupos experimentais.

e SHAM: queimadura superficial + solucéo salina de NaCl 0,9% 1 vez ao dia, até
o dia da eutanasia;

¢ SULFA 1%: queimadura superficial + creme base Lanette com sulfadiazina de
prata 1%, 1 vez ao dia, até o dia da eutanasia.

¢ VEIC: queimadura superficial + creme base Lanette, 1 vez ao dia, até o dia da
eutanasia.

e McLTP1 0,25%: queimadura superficial + creme base Lanette contendo
McLTP1 0,25% (p/p), 1 vez ao dia, até o dia da eutanasia.

e McLTP1 0,5%: queimadura superficial + creme base Lanette contendo McLTP1

0,5% (p/p), 1 vez ao dia, até o dia da eutanasia.
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Os animais foram tratados diariamente, uma vez ao dia, até o final do
protocolo experimental, que, a depender da fase em que as peles seriam avaliadas.
Antes da aplicacdo dos cremes, as queimaduras eram limpas e hidratadas com
solucao salina de NaCl a 0,9%, a fim de remover o creme residual do dia anterior.
Novas quantidades de cremes foram colocadas com a ajuda de cotonete descartavel,

de modo que o creme cobrisse toda a extensdo da queimadura.

Figura 5 — Representagao dos protocolos experimentais empregados no

estudo
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Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina e tricotomizados. A queimadura foi induzida
pelo contato com uma placa de ago-inox aquecida a 100 °C durante 6 segundos. A curva temporal foi
realizada no periodo de 14 dias e a medida da contragéo das feridas foi feita pela aplicagédo da formula
ilustrada. Seguiram-se os tratamentos topicos com NaCl 0,9%, Lannete, Sulfadiaizina de prata a 1% e
McLTP1 0,25 e 0,5%. A eutanasia ocorreu nos 3°, 7° e 14° dias. Em cada periodo, foram realizadas
avaliagdes especificas explicitadas na figura.

4.4 Avaliacao da contracao das lesées

Inicialmente, realizou-se o curso temporal da avaliagdo macroscopica a fim de
avaliar os periodos mais relevantes do ponto de vista da cicatrizacdo de animais
tratados ou ndo com a McLTP1. Para isso, logo apos a indugao da queimadura, a area
lesionada foi mensurada com um paquimetro digital, sendo entdo considerada a area
inicial. A mensuragao foi feita para medir a base (b) e a altura (h) da regido. A partir

destas medidas, obteve-se a area total (A) pela formula matematica A = b x h (mm2).
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Estas medidas se repetiram apés 3, 5, 7, 9, 12 e 14 dias apds a indugao da
queimadura, e a taxa de contracdo da lesdo foi calculada em cada periodo

mencionado, aplicando-se a formula abaixo:

Taxa de contracido (%) = (area inicial — area dia X) + (area inicial) x 100

4.5 Obtencao das amostras teciduais

Apos a realizagao da do curso temporal da avaliagdo macroscoépica, o 3°, 7° e
14° dia foram escolhidos para avaliagao histoldgica e imuno-histoquimica, bem como
dos mediadores envolvidos na inflamagao e cicatrizagdo. A eutanasia foi realizada por
sobredosagem anestésica equivalente ao triplo da dose recomendada para anestesia
para camundongos, com cloridrato de xilazina (30 mg/kg, i.p.) e cloridrato de cetamina
(300 mg/kg, i.p.). A pele do dorso dos animais foi removida de forma a abranger toda
a extensao das lesdes bem como parte da pele saudavel circundante, até que a
camada muscular fosse exposta.

Nesses trés periodos, 3°, 7° e 14° dia, também foram obtidas fotos da regido
do dorso desses animais e da parte interna da pele removida utilizando-se uma
camera dupla de 12 MP do Iphone X. A camera foi posicionada a uma distancia de 15
cm da superficie onde o animal ou a pele foram posicionados, de modo a padronizar
a obtencado das imagens.

4.6 Processamento das amostras para coloragao por HE

As amostras de tecido coletadas no 3° 7° e 14° dia foram fixadas em
solugédo tamponada de formaldeido 10% (v/v) (pH 7,4), substituida por alcool etilico
70% apos 24h e seguidas para o processamento histologico de inclusdo em parafina
a 58°C no processador automatico de tecidos (Lupe®). Segmentos de 4 uym de
espessura dos fragmentos foram elaborados em micrétomo semi-automatico (Leica®)
e organizados em l&minas microscopicas.

A avaliagdo histologica por escores foi realizada nos tempos experimentais
de 3 e 7 dias, tendo como base a presencga ou nao de Ulcera, avaliagdo da espessura
da epiderme e derme e presencga de infiltrado inflamatério na derme e hipoderme como
observado na tabela 2 (Avsar et al., 2016).
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As laminas foram confeccionadas no Nucleo de Estudos em Microscopia e
Processamento de Imagem do Departamento de Anatomia e Morfologia da UFC, em
colaboragcédo com a Prof.2 Dr.2 Renata Carvalho Leitao.

A avaliagao histologica foi realizada por dois avaliadores cegos quantos aos
grupos utilizados neste trabalho.

Tabela 2 — Escores utilizados na avaliagao histolégica

Escores Parametros
0 Sem Ulceras + epitélio e derme em espessuras normais ou restauradas +
Auséncia de infiltrado inflamatdrio + queratinizagcao
1 Areas pontuais de Ulcera + leve adelgagamento do epitélio e da derme +
discreto infiltrado inflamatdrio na derme e hipoderme
2 Areas moderadas de tlcera + moderado adelgagamento do epitélio e da
derme + infiltrado inflamatoério moderado na derme e hipoderme
3 Extensa area ulcerada + perda de epitélio e de parte da derme +
intenso infiltrado inflamatério na derme e hipoderme

Adaptado de Avsar et al., 2016.

A espessura do epitélio recuperado foi mensurada apés 14 dias da indugao
da lesdo, baseado no protocolo realizado por Oria et al. (2003). Utilizando-se uma
lente ocular milimetrada, a medida da espessura do epitélio foi realizada em cinco
campos de uma mesma lamina (mesmo animal) no aumento de 100x. Apds isso, a

medida final da espessura foi a média aritmética das cinco medidas.

4.7 Dosagem da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase, uma enzima
encontrada nos granulos azurofilos de neutrofilos e utilizada como marcador da
infiltracdo de neutrdfilos no tecido inflamado, foi realizada nas amostras coletadas no
3° dia.

A pele de cada animal foi coletada e incubada em 200 pL de tampao gelado
(NaCl 0,1 M, NaPO, 0,02 M, NaEDTA 0,015 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos
foram homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron) e o material
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpom durante 15 min, a 4°C. Realizou-se um
choque hipotdnico no sedimento celular (pellet) com 1000 pl de solugdo de NaCl 0,2%.
Ap06s nova centrifugagao a 3000 rpm/15 min/4°C, o “pellet’ foi ressuspenso em tampao
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NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)
e homogeneizou-se novamente em triturador Pollytron. A seguir, o homogenato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 15 min, 4°C. Apds centrifugagdo, 50 pL do
sobrenadante obtido foi colocado em placa de 96 pocgos para o ensaio. Em cada poco,
foram adicionados 25 pL de TMB (3, 3’, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 pL
de H,O, (0,5 mM) e a placa foi incubada em estufa por 5 min a 37 °C. A seguir,
interrompeu-se a reagdo com acido sulfurico 4M. A quantificagdo dos neutrofilos foi
feita a partir de uma curva padrao de neutréfilos (com 1x10° neutréfilos/50 pyL no
primeiro pog¢o). Realizou-se a leitura da absorbancia das amostras em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 450 nm, e os resultados foram
expressos como numero de neutréfilos/mg de tecido (Alves-Filho et al, 2006).

4.8 Analise dos niveis de TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10, TGF- 8 e VEGF

Amostras coletadas no 3° dia foram destinadas as dosagens de TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-10 e VEGF. No 7° e 14° dias, as amostras foram dosadas para TGF- 3 e
VEGF (FUJIMI et al., 2009; INFANGER et al., 2004; JANG et al., 2013; YANG et al.,
2001). Os tecidos (n=6/grupo) foram macerados e homogeneizados 10% (mg
tecido/uL) em temperatura de 4°C (POLYTRON®) em solugdo de PBS (pH 7.,4),
centrifugados a 5000 rpm por 5 min para remog¢ao de residuos que nido foram
triturados completamente (LIN et al., 2017; KIM et al., 2018). Os resultados foram
expressos em picograma de citocinas/mL de homogenato, sendo a concentragao das
amostras obtidas a partir de uma curva padrao de cada citocina com 8 concentracdes
diferentes, partindo de uma dilui¢ao seriada, sendo as concentragdes iniciais de 1000
pg/mL para IL-18 e VEGF, e 2000 pg/mL para TNF-a, IL-10, TGF- 3 (R&D Systems).
Em decorréncia da etapa extra de ativacdo de TGF- B, as absorbancias foram
multiplicadas pelo fator de correg¢ao 1,4 apos a interpolacédo de dados.

4.9 Analise Imunohistoquimica da expressao de TNF-a e FGF

Amostras de pele coletadas aos 3°, 7° e 14° dias foram fixadas em formol
tamponado a 10% por 24h e processados para inclusdo em parafina. Apos a inclusao,
os tecidos foram cortados em micrétomo, obtendo-se cortes de espessuras de 4 um,

que, posteriormente, foram inseridos em laminas histologicas silanizadas. Na etapa
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seguinte, as laminas contendo os cortes foram submetidas a desparafinizagao:
inseridas em estufa a 60°C por 1 hora, seguido de dois banhos em xilol por 5 min
cada. Em seguida, foram hidratados com dois banhos de etanol absoluto, um banho
em etanol a 90%, e um banho em etanol a 70%, por 3 minutos cada. Ao final desta
etapa, os cortes foram submersos a um banho de agua destilada por 10 min e foi
realizada a recuperagao antigénica com tampéao citrato (DAKO, pH 6,0) por 25 min em
banho maria na temperatura de 95°C. Em seguida, os tecidos foram lavados com
tampéo fosfato-salino (PBS) por 5 min. Na etapa seguinte, realizou-se o bloqueio da
peroxidase com peroxido de hidrogénio a 3% (DAKO) por 30 min. Decorrido este
tempo, as laminas foram lavadas com PBS e foram incubadas com os anticorpos
primarios anti-TNF-a. (AB6671) (diluicdo 1:300) e anti-FGF (SAB2108135) (diluicao
1:300) overnight. Para confecgdo dos controles negativos, os anticorpos primarios
foram omitidos. Apds este periodo, os cortes foram lavados trés vezes com PBS e
incubados com polimero HRP (DAKO) por 30 min. Em seguida, as laminas foram
lavadas trés vezes com PBS durante 3 min cada, secadas e aplicado o DAB (DAKO,
3,3-diaminobenzidina, uma gota de DAB para um mL de diluente). DAB & um
cromogeno que reage com a peroxidase do antigeno alvo resultando em coloragéo
marrom. Dessa forma, observou-se as laminas até aparecer uma coloragdo marrom,
apos este evento a reagado foi parada imediatamente mergulhando-as em agua
destilada. Enfim, as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e
Harrys e processadas para inserir a laminula. Imagens dos tecidos foram capturadas
por meio de camera digitalizada acoplada ao microscopio (Nikon Elipse E200), sendo
capturados 5 campos por corte histolégico no aumento de 400x. A quantidade de
marcacdes foi contada em cada campo, e feita a média aritmética por campo para

cada animal.

4.10 Avaliacao do estresse oxidativo
4.10.1. Quantificagao dos niveis de MDA (malondialdeido)

Amostras de pele foram coletadas no 3° dia e destinadas a quantificagao
dos niveis de malondialdeiro (MDA). O MDA é um produto da decomposi¢ado dos
hidroperoxidos de acidos graxos poli-insaturados, formado durante o processo
oxidativo (DRAPER; HADLEY, 1990). A reacao envolve o acido 2- tiobarbiturico com
o MDA, produzindo um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente
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a 532 nm de comprimento de onda. As amostras de pele foram homogeneizadas a
10% (peso/volume) em Politron® com tampao fosfato 0,05 M (pH 7,4). Em seguida,
250 pL do homogenato foram levados ao banho de agua a 37°C por 1 hora. Decorrido
esse tempo, no intuito de interromper a peroxidagao, adicionaram-se 400 pL de acido
perclérico 35% as amostras, que foram entdo centrifugadas (14000 rpm, 15 minutos,
4°C). Do sobrenadante obtido, 600 pL foram transferidos para um microtubo, ao qual
se adicionaram 200 uL de acido tiobarbiturico 0,8%. Esta mistura foi levada ao banho
de agua a 95°C por 30 minutos. Apos o resfriamento as amostras foram plaqueadas
e a leitura da absorbancia foi realizada em leitora de microplacas no comprimento de
onda de 532 nm. Uma curva-padrao com concentragdes conhecidas de tetrametoxi-
propano (TMP) foi utilizada para calibragdo do método e a concentragdo de MDA nas
amostras foi calculada através da equacao da reta para a curva-padrao. Os resultados
foram expressos em nmol de MDA/g de tecido.

4.10.2. Determinagao da concentragao de glutationa reduzida (GSH)

Amostras de pele foram coletadas no 3° dia e destinadas a quantificagao
dos niveis de glutationa reduzida (GSH). A GSH €& um antioxidante hidrossoluvel
reconhecido como o mais importante componente enddégeno do pool dos grupos
sulfidrilicos nao-proteicos (NPSH) do nosso organismo. Para a determinagcdo da
concentracdo de GSH, o teor de NP-SH foi analisado pela técnica descrita por Sedlak
e Lindsay (1968), que se baseia na reagdo de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB) com compostos de sulfidrila, e consequente desenvolvimento de coloragao
amarela. O DTNB reage com GSH formando o acido 2-nitro-5-tiobenzodico e glutationa
oxidada (GSSG). As amostras de pele foram homogeneizadas a 10% (peso/volume)
em Politron® com solugdo de EDTA 0,02 M. Logo apds, adicionaram-se 60 pL de
acido tricloroacético (TCA) 10% a 40 yL de cada amostra a fim de precipitar as
proteinas presentes no material biolégico. O material foi entdo centrifugado (5000 rpm,
15min, 4°C) e 60 yL do sobrenadante obtido foi plaqueado. Uma curva-padrédo com
concentracbes conhecidas de GSH foi utilizada para calibracdo do método.
Adicionaram-se 102 pyL da solugdo de leitura (Tris-EDTA, DTNB 0,01 M) e a
absorbancia foi medida imediatamente em leitora de microplacas no comprimento de

onda de 412 nm. A concentracdo de GSH nas amostras foi calculada através da
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equagao da reta para a curva-padrdo e os resultados foram expressos em ug de
GSH/g de tecido.

4.10.3. Determinacgio dos niveis de nitrito (NO?-)

Amostras de pele foram coletadas no 3° dia e destinadas a determinagéo
dos niveis de nitrito (NO?-). A determinagdo de NO?- e nitrato (NO?-) foi obtida como
indicador indireto da producédo de 6xido nitrico. O método baseia-se na reacido do
NO? com uma amina primdria aromatica em meio acido para formar um sal de
diazénio, que por sua vez reage com um composto aromatico formando um azo-
composto (reagao de Griess) (GREEN et al., 1982), o qual absorve na regido visivel
do espectro eletromagnético. O ion NO* & determinado como ion NO? apds redugéo
pela enzima nitrato redutase.

As amostras de pele foram pesadas e trituradas (POLITRON®) com auxilio
de uma solugéo resfriada de cloreto de potassio (KCl a 1,15%), apos a obtengéo dos
homogenatos de cada amostra (10% de tecido) a centrifugacéo foi realizada para a
obtengdo do sobrenadante (1500g; 15 minutos). Para que todo o nitrato (NO% )
presente no sobrenadante se convertesse em nitrito (NO? ), as amostras obtidas
foram plaqueadas (placa de 96 pogos) em duplicata (80 puL de cada sobrenadante) e
incubadas por 12 horas com uma solugao reagente (40uL da enzima nitrato redutase,
substrato NADPH, KH,PO, em agua destilada). Uma curva padrao de referéncia de
nitrito também foi plaqueada, a partir de uma diluigdo continua (1:2) de uma solugao
de nitrato de sodio (NaNO,) de 200 uM. Apds a conversao de nitrato em nitrito, 80 yL
da solugdo de Griess (1% de sufanilamida em 1% H;PO, 0,1% de
NEED/aguadestilada/1:1:1:1) foram adicionadas em cada pogo. A leitura da coloragao
purpura final obtida pela reacao foi feita na absorbancia de 540 nm e os resultados
foram expressos em uyM de NO? | usando como referéncia a curva padr&o de nitrito

para a obteng&o dos valores (CHEN et al., 2000).
4.11 Analise Estatistica
Para realizagdo das analises estatisticas, foi empregado o software

GraphPad Prism® (v 8.0). A distribuicdo normal foi avaliada pelo teste de Shapiro-

Wilke. Os dados que seguiram a normalidade (paramétricos) foram avaliados pelo
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teste t, quando da comparacgéo entre dois grupos, ou ANOVA seguido de pos-teste de
Tukey, para a comparagéo de trés ou mais grupos. Os dados que ndo seguiram a
normalidade (ndo-paramétricos) foram avaliados com teste de Mann-Whitney, quando
da comparagao entre dois grupos, ou Kruskall-Wallis e pos-teste de Dunn, para a
comparacgao de trés ou mais grupos. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da meédia (EPM) ou mediana seguida de seus valores minimo e maximo.

Em todas as situagdes, foi adotado um nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A McLTP1 apresentou baixa toxicidade e efeito proliferativo pelo
método SRB

Nas primeiras 24 horas, a McLTP1 reduziu a proliferacdo celular nas
concentragbes mais altas de 25, 12,5 e 6,25 pg/mL (25 pg/mL: 32,3 + 1,85 %; 12,5
ug/mL: 57,28 + 7%; DMEM: 97,8 + 6,17%; SAL: 101,5 + 3,69% - Figura 6; painel A).
ApOs 48 e 72 horas, estas trés concentragdes mantiveram seus efeitos citotoxicos em
relagdo aos grupos controles DMEM 2,5% e Salina (48 horas - 25 ug/mL: 8,4 + 0,65%;
12,5 ug/mL: 43,8 + 8,9%; 6,25 ng/mL: 69,42 + 2,24%; DMEM: 100 + 1,98%; SAL: 101,2
+1,65%; 72 horas - 25 ng/mL: 14,65 + 0,35%; 12,5 pg/mL: 35,91 + 8,36%; 6,25 ng/mL.:
68,13 + 3,45%; DMEM: 100 + 3,08%; SAL: 97,68% Figura 6; painel B e C. Apenas a
concentragéo de 0,05 ng/mL da McLTP1 foi capaz de aumentar a proliferagéo celular
apos 48 horas, quando comparada aos grupos DMEM 2,5% e Salina (0,05 pg/mL:
115,4 + 7%; DMEM: 100 + 1,98%; SAL: 101,2 + 1,65% Figura 6; painel B).
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Figura 6 — Viabilidade celular de fibroblastos murinos (L929) tratados com a
McLTP1 pelo método da SRB
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A viabilidade celular de fibroblastos pelo SRB foi expressa apds 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) de
incubagdo com McLTP1 (0,05 — 25 pg/mL). Foram realizados trés experimentos independentes
e os resultados foram expressos como porcentagem média + erro padréao da média. One-way
ANOVA seguido do teste de Tukey foi utilizado para a analise estatistica dos dados. *p<0,05
representa diferenga significativa em comparagéo ao grupo DMEM e # p<0,05 ao grupo salina
(0 ug/mL).
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5.2 Avaliagao Macroscopica
5.2.1 O tratamento tépico com McLTP1 aumenta a contracao de feridas

induzidas por queimadura

Como demonstrado na figura 7A, dos cremes dermatologicos utilizados
para o tratamento das feridas induzidas por queimadura, somente aquele que tinha
como principio ativo a McLTP1 na maior concentragdo (0,5%) foi eficiente em
aumentar a contracio da ferida em todo o curso temporal da cicatrizagdo no modelo
aqui utilizado. A McLTP1 na menor dose testada (0,25%), ndo aumentou a contragéo
da ferida em nenhum dos tempos avaliados. Por outro lado, o creme contendo a
sulfadiazina de prata a 1%, tratamento tépico mais utilizado na pratica clinica em
gueimaduras, foi efetivo em aumentar a taxa de contragao da ferida somente nos dias
3, 5 e 7 apds e com percentual de contragao inferior nos dias 3 e 5, ao demonstrado
pelo creme com McLTP1 (0,5%). Em todo o curso temporal de avaliagdo, nao foi
observado aumento na contragdo das lesbes no grupo de animais tratados com o
creme lanette sem nenhum principio ativo (veiculo), o que descarta efeito per si do
veiculo utilizado na confecgao dos cremes. Para complementar a avaliacdo temporal
das lesbes, estas foram fotografadas, sendo uma ferida por grupo experimental
ilustrada de forma representativa da sua evolugdo durante o processo cicatricial
(Figura 7B).
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Figura 7A — Evolugdo temporal da contracdo das feridas induzidas por

qgueimaduras e tratadas com McLTP1
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As medidas das areas das feridas foram realizadas nos dias 0, 3, 5, 7, 9, 12 e 14 e expressas em
percentual de contragdo. Os animais foram tratados com aplicagdo Unica diaria de cremes
dermatologicos por 14 dias. McLTP1 (proteina nas concentragdes de 0,25% e 0,5%), Sulfa 1%
(sulfadiazina de prata 1%), Veic (lanette sem adig&o de substancia ativa) e o SHAM (sem tratamento).
ANOVA e poés-teste de Tukey foram utilizados para comparagdes entre médias. *p<0,05 representa
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Sham, #p<0,05 em relagao ao Sulfa 1%,
8p<0,05 em relagéo ao Veiculo e ¢p<0,05 em relagéo ao McLTP1 0,25% (N=6 animais/grupo).
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No 3° dia apo6s a indugdo da queimadura, o percentual de contragao das
feridas foi 63% maior (p<0,05) no grupo tratado com McLTP1 0,5% (27,66 + 1,9 %)
em relagdo ao grupo Sham (10,13 £ 1,1%), sendo também superior aos demais grupos
todos os grupos experimentais, Sulfa 1% (20,29 + 1,08%), Veiculo (10,79 + 1,10%) e
McLTP1 0,25% (12,4 + 1,5%). O tratamento com Sulfa 1% também aumentou de
forma significativa a contragdo da ferida quando comparado ao grupo Sham (Figura
7A; painel A).

No painel B da figura 7A estdo demonstrados os percentuais de contragéo
das feridas quantificados nos grupos experimentais no 5° dia. O tratamento com a
McLTP1 0,5% (52,5 + 5,06%) promoveu aumento significativo na taxa de contragcéo
das feridas em 69% quando comparado ao Sham (16,03 + 2,9%) sendo também
superior aos demais grupos experimentais: Sulfa 1% (28,6 + 4,5%), Veiculo (22,13
3,1%) e McLTP1 0,25% (15,41 + 4,3%). O tratamento com Sulfa 1%, quando
comparado ao Sham, também aumentou de forma significativa a contragdo da lesao.

Também no 7° dia (Figura 7A, painel C), o tratamento com McLTP1 0,5%
aumentou significativamente a contragéo da leséo (54,7 + 6,9%) em relagao aos grupo
Sham (15,2 £ 6,2%) em 73%, sendo também efetiva quando da comparagdo com os
grupos Veiculo (35,01 + 4,5%) e McLTP1 0,25% (30,1 + 3,7%). O tratamento com
sulfadiazina promoveu aumento na taxa de contracdo (43,23 + 8,5 %) em relagdo ao
sham (15,2 + 6,2%).

Nos 9°, 12° e 14° dias (Figura 7A, paineis D, E e F) apenas o tratamento
com McLTP1 0,5% foi capaz de aumentar de forma significativa (9° dia: 78,8 + 7,1%;
12°dia: 97,77 £ 1,2%; 14° dia: 100 + 0%) a contragao das lesdes em relagdo ao Sham
(9° dia: 50,9 + 8,3%; 12° dia: 97,77 £ 1,2%; 14° dia: 93,93 £ 2,3%).
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Figura 7B — Representagao fotografica do seguimento clinico das ulceras por

queimadura, tratadas com McLTP1
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As lesbes foram fotografadas nos dias 3, 7 e 14 apds a indugao da queimadura. Um animal por grupo
foi escolhido para representar o grupo de acordo com os resultados obtidos pela analise da contragéo
da lesdo. Os animais foram tratados com aplicagéo Unica diaria de cremes dermatoldgicos a base de
McLTP1 (MC) 0,25% e 0,5%, Sulfadiazina de prata 1% e Veiculo (sem principio ativo) por 14 dias. (N=6
animais/grupo).

5.3 Avaliagao histologica
5. 3. 1 O tratamento com McLTP1 promoveu reduc¢ao do infiltrado

inflamatorio e remodelacgao tecidual nas les6es induzidas por queimadura.

A analise qualitativa da celularidade e da arquitetura tecidual foi realizada
em amostras de tecidos das lesdes coletadas no 3° e 7° dias apdés a queimadura,
fixadas em laminas e coradas por hematoxilina-eosina. A avaliagao foi feita mediante
aplicacao de escores considerando os parametros de presenca de ulcera, alteracdes
na espessura da epiderme e derme, presenga de infiltrado inflamatério e
queratinizagao, adaptados do estudo de Avsar et al., (2016). No 14° dia, as laminas
foram avaliadas quanto a espessura do epitélio neoformado através da mensuragao
da camada epitelial com uma lente ocular milimetrada e expressos em como média
em mm (Oria et al., 2003).

No 3° dia, a avaliagao histolégica por escores demonstrou que o modelo foi
eficiente em induzir formacgao de Ulcera, reducado na espessura do epitélio e derme,
bem como induzir a presenga de células inflamatérias como polimorfonucleares e

mononucleares na derme e hipoderme. Esses achados nado foram constatados ao
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avaliarem-se as laminas de animais n&o submetidos a queimadura (dados n&o
mostrados). Os escores deste dia ndo apresentaram diferenga estatistica entre os
grupos (Quadro 1, Figura 8).

Ja no 7° dia, observou-se uma reducéo significativa dos escores avaliados
nos grupos Sulfa 1% e McLTP1 0,5%, em relagdo ao Sham e ao Veiculo (Quadro 1;
Figura 9). Observou-se persisténcia do infiltrado inflamatorio apés a queimadura,
entretanto a presencga de fibroblastos e fibrécitos foi constatada (Quadro 1; Figura 9).
A McLTP1 0,5% foi capaz de promover proliferacao fibroblastica e formacao de epitélio
logo abaixo a crosta da ferida, o que n&o foi observado nos animais tratados com
sulfadiazina de prata a 1%. Entretanto, os dois tratamentos foram efetivos em controlar
a presenga de infiltrado inflamatorio. Ademais, observou-se no grupo tratado com
McLTP1 a 0,5% um aumento da presenca de fibroblastos na derme.

Quadro 1

queimaduras

— Representagdo por escores da avaliagdo histoldégica das

rupos McLTP1 McLTP1
SHAM | SULFA1% | VEIC 0.25% 0.5%
Tempo
3° dia 2 (1-3) 2 (1-3) 2 (2-3) 2 (2-3) 2 (1-3)
7° dia 3 (2-3) 2(1-2)"® | 2,5(2-3) 2 (1-2) 1(1-2)"8

Os resultados foram expressos em mediana seguida de seus valores minimo e maximo. A analise
estatistica dos dados nao-paramétricos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.
*p<0,05 representa diferenga significativa em relagéo ao grupo Sham e 6p<0,05 em relagéo ao Veiculo
(N=6 animais/grupo).



Figura 8 — Fotomicrografias da area ulcerada na pele apds 3 dias nos grupos experimentais (HE)
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As peles de dorso foram removidas dos animais no 3° dia experimental, processadas e coradas por método HE. As fotomicrografias foram
realizadas nos aumentos de 40, 100 e 200 vezes. (N=6 animais/grupo). Setas vermelhas indicam a presenca de Ulcera, as pretas mostram
os fibroblastos e as azuis, o epitélio neoformado.
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Figura 9 — Fotomicrografias da area ulcerada na pele apds 7 dias nos grupos experimentais (HE)
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As peles de dorso foram removidas dos animais no 7° dia experimental, processadas e coradas por método HE. As fotomicrografias foram realizac
nos aumentos de 40, 100 e 200 vezes. (N=6 animais/grupo). Setas vermelhas indicam a presenga de Ulcera, as pretas mostram os fibroblastos e
as azuis, o epitélio neoformado.
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No 14° dia, as laminas foram avaliadas quanto a espessura do epitélio
neoformado através da mensuragcdo da camada epitelial com uma lente ocular
milimetrada (Oria et al., 2003). Observou-se que os animais tratados com McLTP1
0,5% apresentaram um epitélio mais espesso em comparagdo aos demais grupos
(Sham: 4,8 + 0,4; Sulfa 1%: 3,73 + 0,78; Veiculo: 4,5 + 0,64; McLTP1 0,25%: 8,2 +
1,25 — Figura 10; 11).

Figura 10 — Efeito do tratamento com McLTP1 na espessura do epitélio

neoformado apds 14 dias
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A mensuragao da espessura do epitélio foi realizada em cinco campos (100x) de uma mesma lamina,

e feita a média aritmética entre eles. Os resultados foram expressos em médiaterro padréo da média.
O epitélio dos animais tratados com McLTP1 0,5% se mostrou mais espesso que os demais. ANOVA
e pos-teste de Tukey foram utilizados para comparagbes entre médias. *p<0,05 representa diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Sham, #p<0,05 em relagéo ao Sulfa 1%, 6p<0,05 em
relagéo ao Veiculo e ¢p<0,05 em relagado ao McLTP1 0,25% (N=6 animais/grupo).
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Figura 11 — Fotomicrografias da area ulcerada na pele apds 14 dias nos grupos experimentais (HE)
SHAM » SULFA VEIC McLTP1 0,25% McLTP10,5%
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As peles de dorso foram removidas dos animais no 14° dia experimental, processadas e coradas por método HE. As fotomicrografias foram realizadas nos
aumentos de 40, 100 e 200 vezes. (N=5-6 animais/grupo). As chaves mostram o epitélio neoformado e as setas pretas indicam os fibroblastos.
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5.4 Analises bioquimicas

5.4.1 A McLTP1 reduziu a atividade de mieloperoxidase (MPO) nas feridas
induzidas por queimadura

Amostras de pele das feridas dos grupos experimentais foram coletadas no

3° dia foram maceradas e preparadas para avaliar onde foi avaliada a atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO), um marcador indireto da presenca de neutrdfilos. O
tratamento das lesdes com Sulfa 1% e McLTP1 0,5% reduziram significativamente a
atividade tecidual da MPO (Sulfa 1%: 3,15 + 0,3 pg/mg; McLTP1 0,5%: 2,63 + 0,25
pg/mg) quando comparado ao grupo sem nenhum tratamento, Sham (7,64 + 0,87
pg/mg). A McLTP1 0,25% n&o reduziu a atividade da MPO (5,65 + 1,2 pg/mg) (Figura
12).

Figura 12 — Efeito do tratamento com McLTP1 na atividade da MPO
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A atividade da MPO foi avaliada na pele do dorso submetida a queimadura superficial apés 3 dias de
tratamento. Os resultados (picograma/mg 10° de tecido) foram expressos pela média + erro padrio da
média. ANOVA e pos-teste de Tukey foram utilizados para comparagbes entre médias. *p<0,05
representa diferenga estatisticamente significativa em relagao ao grupo Sham (N=6 animais/grupo).

5.4.2 A McLTP1 modulou a inflamagao diminuindo a liberagao de TNF-a,
IL-1B, IL-6 e aumentando a liberagao de IL-10 nas les6es apds 3 dias da

indugao por queimadura

Amostras de pele das lesdes foram coletadas no 3° dia apds a indugéo da
queimadura e foram quantificados os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10

por ELISA. Os resultados da Figura 13 mostram que somente o tratamento das lesées
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com o creme contendo a McLTP1 0,5% foi eficiente em interferir da liberagc&do de todas
as citocinas avaliadas, reduzindo os niveis das citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-13,

IL-6) e aumentando os niveis de IL-10 (citocina anti-inflamatoria).

Figura 13 — Efeito do tratamento com McLTP1 nos niveis de TNF-q, IL-1p, IL-6
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Os niveis de TNF-a (A), IL-1p (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram dosados na pele do dorso submetida a
queimadura superficial apos 3 dias de tratamento. Os resultados (picograma/mg 10° de tecido) foram
expressos pela média + erro padrdo da média. ANOVA e poés-teste de Tukey foram utilizados para
comparacgdes entre médias. *p<0,05 representa diferenga estatisticamente significativa em relagao ao
grupo Sham, #p<0,05 em relagédo ao Sulfa 1% (N=6 animais/grupo).

O tratamento com McLTP1 0,5%, quando comparado ao grupo Sham,
promoveu de forma significativa a redugao dos niveis teciduais de TNF-a (Sham: 0,98
+ 0,13 pg/mg; McLTP1 0,5%: 0,5+ 0,07 pg/mg — Figura 13; Painel A), de IL-1p3, (Sham:
0,79 + 0,07 pg/mg; McLTP1 0,5%: 0,57 + 0,05 pg/mg — Figura 13; Painel B) e de IL-6
(Sham: 1,47 + 0,18 pg/mg; McLTP1 0,5%: 0,87 + 0,98 pg/mg — Figura 13; Painel C) e
aumentou os niveis de IL-10 (Sham: 0,58 + 0,07 pg/mg; McLTP1 0,5%: 1.11 £ 0,1
pg/mg — Figura 13; Painel D). Por outro lado, o tratamento com a McLTP1 na
concentracao de 0,25 % n&o promoveu alteragao tecidual nos niveis de nenhum dos

mediadores inflamatorios avaliados nesta abordagem.

O tratamento das lesdes com a sulfadiazina, quando comparado ao grupo
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Sham, promoveu significativa redu¢do somente de TNF-a. (Sham: 0,98 + 0,13 pg/mg;
Sulfa 1%: 0,66 + 0,05 pg/mg — Figura 13; Painel A) e IL-6 (Sham: 1,47 + 0,18 pg/mg;
Sulfa 1%: 0,85 + 0,15 pg/mg — Figura 13; Painel C), ndo interferindo na liberag&o

tecidual dos niveis de IL-1p e IL-10.

543 A McLTP1 modulou os niveis de VEGF nos trés periodos

experimentais

Amostras de pele coletadas nos dias 3, 7 e 14 foram utilizadas para
dosagem dos niveis de VEGF por ELISA. No 3° dia, a McLTP1 nas concentragdes de
0,25% e 0,5% diminuiram os niveis de VEGF (McLTP1 0,25%: 1,52 £+ 0,05 pg/mg;
McLTP1 0,5%: 1,11 £ 0,17 pg/mg — Figura 14) em relagdo ao Sham (2,3 + 0,28 pg/mg
— Figura 14; Painel A), ndo diferindo do Sulfa 1% (1,54 = 0,4 pg/mg — Figura 14).

Ao 7° dia experimental, ambas as concentragbes da McLTP1 aumentaram
os niveis de VEGF em relacdo ao Sham (Sham: 0,46 + 0,05 pg/mg; McLTP1 0,25%:
0,90+ 0,1 pg/mg; McLTP1 0,5%: 0,96 + 0,15 pg/mg — Figura 14), sendo que o aumento
da concentragao de 0,5% foi significativamente maior também em relagdo ao Sulfa
1% (0,56 + 0,02 pg/mg — Figura 14). No 14° dia, apenas a maior concentracédo de
McLTP1 (McLTP1 0,5%: 0,84 + 0,04 pg/mg — Figura 14) manteve um aumento
significativo dos niveis deste mediador em relagdo ao Sham (Sham: 0,63 = 0,07
pg/mg; Sulfa 1%: 0,66 + 0,09 pg/mg; McLTP1 0,25%: 0,76 + 0,08 pg/mg — Figura 14).

Considerando o envolvimento do VEGF na angiogénese, foi avaliado
macroscopicamente a presenga de novos vasos nas fotografias da parte interna da
pele do dorso submetidas a queimadura. As ilustracbes demonstram a redugao de
vasos nos animais dos grupos tratados com McLTP1 ao 3° dia experimental, seguida
de aumento da angiogénese nesses grupos apds 7 dias. Ao 14° a diferenga na
presencga de novos vasos entre o grupo Sham e McLTP1 0,5% é bem evidente, sendo
visto, no grupo experimental, aumento do numero bem como do calibre dos novos

vasos em relagdo ao controle.
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Figura 14 — Representagéao fotografica da angiogénese na pele submetida a

queimadura
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Os niveis de VEGF foram dosados na pele do dorso submetida a queimadura superficial apos 3, 7 e
14 dias de tratamento. Os resultados (picograma/mg 102 de tecido) foram expressos pela média + erro
padrdo da média. ANOVA e poés-teste de Tukey foram utilizados para comparagdes entre médias.
*p<0,05 representa diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Sham, #p<0,05 em
relagédo ao Sulfa 1% (N=6 animais/grupo). Setas amarelas indicam os novos vasos sanguineos.

5.4.4 A McLTP1 modulou os niveis de TGF-p nos 7° e 14° dias

Amostras de pele coletadas nos dias 7 e 14 foram coletadas e utilizadas
para dosagem da presencga de TGF-B por ELISA. No 7° dia, a Sulfa 1% e a McLTP1
nas concentragdes de 0,25% e 0,5% aumentaram os niveis de TGF-$ (Sulfa 1%: 12,35
+ 1,33 pg/mg; McLTP1 0,25%: 12,17 + 3,2 pg/mg; McLTP1 0,5%: 27,34 + 2,1 pg/mg -
Figura 15; Painel A) em relagdo ao Sham (6,5 + 1,35 pg/mg — Figura 15; Painel A). A
McLTP1 em sua maior concentragao foi mais efetiva em aumentar TGF- em relagéo
a todos os grupos (Figura 15; Painel A).

No 14° dia, apenas o grupo Sulfa 1% (8,41 £ 1,7 pg/mg - Figura 15; Painel
B) demonstrou niveis aumentados de TGF-3 em relagédo ao Sham (6,45 + 1,3 pg/mg -
Figura 15; Painel B) tendo a diminuido os niveis deste fator de crescimento em relagdo
aos demais grupos (McLTP1 0,25%: 6,15+ 1,3 pg/mg; McLTP1 0,5% 3,7 + 0,56 pg/mg
- Figura 15; Painel B).

SHAM SULFA1% McLTP10,25% McLTP1 0,5%
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Figura 15 — Efeito do tratamento com McLTP1 nos niveis de TGF-
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Os niveis de TGF-p (A e B) foram dosados na pele do dorso submetida a queimadura superficial apos
7 e 14 dias de tratamento. Os resultados (picograma/mg 103 de tecido) foram expressos pela média +*
erro padréo da média. ANOVA e pés-teste de Tukey foram utilizados para comparagdes entre médias.
*p<0,05 representa diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Sham, #p<0,05 em
relagéo ao Sulfa 1% e ¢p<0,05 em relagao ao McLTP1 0,25% (N=6 animais/grupo).

5.4.5 O tratamento com McLTP1 reduziu as imunomarcacdées para TNF-a
no 3° dia
Amostras de pele coletadas no 3° dia foram processadas para a avaliagao
da expressdo de TNF-a por imunohistoquimica. O grupo Sham apresentou um
aumento das imunomarcagodes para TNF-a (146,8 + 10,85; Figuras 16 e 17), enquanto
os tratamentos com Sulfadiazina de prata 1% e McLTP1 0,5% diminuiram as
marcagdes desta citocina nas amostras teciduais (Sulfa 1%: 96,75 + 3,2; McLTP1
0,5%: 62 £ 4,6; Figuras 16 e 17).
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Figura 16 — Quantificagdo das imunomarcacgdes para TNF-a na pele do dorso de

animais submetidos a queimadura apés 3 dias
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A quantificagdo das imunomarcagbes foi realizada em realizada em cinco campos (400x) de uma
mesma lamina, e feita a média aritmética entre eles. Os resultados foram expressos em médiaterro
padrao da média. A McLTP1 reduziu as imunomarcacgdes para TNF-a apds 3 dias. ANOVA e pés-teste
de Tukey foram utilizados para comparagdes entre médias. *p<0,05 representa diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Sham, #p<0,05 em relagdo ao Sulfa 1% (N=6
animais/grupo).
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Figura 17 — Fotomicrografias das imunomarcagdes para TNF-o na pele do dorso

de animais submetidos a queimadura experimental apos 3 dias
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As peles de dorso foram removidas dés animais no 3° dia experimental, processadas e submetidas a
imunomarcagao para TNF-a. As fotomicrografias foram realizadas nos aumentos de 200 e 400 vezes.
(N=6 animais/grupo).

5.4.6 O tratamento com McLTP1 aumentou a expressao de FGF apos 7 e 14
dias
Amostras de pele coletadas nos dias 7 e 14 também foram destinadas a
imuno-histoquimica para FGF, um marcador de fibroblastos. No 7° dia, observou-se
um aumento significativo da imunomarcagbées para FGF nas amostras de pele
tratadas com a McLTP1 0,5% (90 + 1,08; Figura 18A e 19) em comparagao aos grupos
Sham (60 + 2,74; Figura 18A e 19) e Sulfa 1% (65,75 + 1,31 - Figura 18A e 19). No
14° dia, o grupo Sulfa 1% (61,5 £ 1,7; Figura 19B e 21) demonstrou um aumento de
marcagdes em relacdo ao Sham (46,25 + 3,7; Figura 18B e 20), enquanto a McLTP1
0,5% (49 +1,82; Figura 18B e 20) n&o alterou a expressao de FGF neste periodo.
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Figura 18 — Quantificagdo das imunomarcagdes para FGF na pele do dorso de

animais submetidos a queimadura experimental apds 7 e 14 dias
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A quantificagdo das imunomarcagbes foi realizada em realizada em cinco campos (400x) de uma
mesma lamina, e feita a média aritmética entre eles. Os resultados foram expressos em médiaterro
padrdo da média. A McLTP1 aumentou as imunomarcagdes para FGF apos 7 dias (A) e ndo alterou a
presencga deste fator de crescimento apos 14 dias (B). ANOVA e pos-teste de Tukey foram utilizados
para comparagdes entre médias. *p<0,05 representa diferenga estatisticamente significativa em relagdo
ao grupo Sham, #p<0,05 em relagao ao Sulfa 1% (N=6 animais/grupo).
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Figura 19 — Fotomicrografias das imunomarca¢des para FGF pele do dorso de

animais submetidos a queimadura experimental apds 7 dias
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As peles de dorso foram removidas dos animais no 7° dia experimental, processadas e submetidas a
imunomarcacgéo para FGF. As fotomicrografias foram realizadas nos aumentos de 200 e 400 vezes.

(N=6 animais/grupo). As setas pretas indicam células marcadas.
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Figura 20 — Fotomicrografias das imunomarcagdes para FGF pele do dorso de
animais submetidos a queimadura experimental apds 14 dias

200x

400x

SHAM SULFA
< 'f.*‘ “""}Y.\. 1'_
 BEARTE i
N A o e X
- -— > . .
o ,q-.’f‘h Y
o - § SN F Co-
- -~ ‘:g ‘..*' ¢ - » ) M
e 3 o T e P \ ’
T X g i A R R
” % ~ -
‘ e s 28 “ = - :
| Yt ) ; g N
® > * o : N
oy B - 2
y L
N ¥ N ) L -
- s ‘-?v/ % »
-1 B P .
»
N - 4
AL SR v o
“h a
- ’
C -
I - >
— Rt e
gy - 2
7
e Thv N
. et - - > - _e
. - - X o L
i e
r - \ &~
-~
* T SN %
a )
- - .
\ 1 '8 -
i ~
- <
F /’
v f\
A—l -
Py e o SO - Ey i L&

As peles de dorso foram removidas dos animais no 14° dia experimental, processadas e submetidas a
imunomarcagao para FGF. As fotomicrografias foram realizadas nos aumentos de 200 e 400 vezes.
(N=6 animais/grupo).

5.4.7 O tratamento com McLTP1 reduziu o estresse oxidativo

Amostras de pele coletadas no 3° dia foram processadas para avaliagao
dos niveis de marcadores de estresse oxidativo [malondialdeido (MDA) e a converséo
de NO2em NO3 (NO2/NO3)], e do efeito antioxidante como a glutationa reduzida (GSH).
O tratamento com McLTP1 em ambas as concentragdes reduziu significativamente os
niveis de MDA em relagdo ao Sham e ao Sulfa 1% (Sham: 132,6 + 12,36 pg/mg; Sulfa
1% 1%: 149, 4 + 9,2 pg/mg; McLTP1 0,25%: 76,39 + 19,6 pg/mg; McLTP1 0,5%: 19,84
+ 7,3 pg/mg- Figura 21; Painel A). A conversdo de NO2 em NO3 foi diminuida nos
grupos tratados com sulfadiazina de prata a 1% e McLTP1 0,5% (Sham: 17,6 + 1,62
pg/mg; Sulfa 1%: 12,3 £ 1,65 pg/mg; McLTP1 0,25%: 14,5 + 1,6 pg/mg; McLTP1 0,5%:
13,2 £ 0,75 pg/mg — Figura 21; Painel C). A proteina McLTP1, nas duas
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concentragdes, promoveu efeito antioxidante ao elevar os niveis de GSH em relagéo
aos grupos Sham e Sulfa 1% em suas duas concentragbes (Sham: 6 + 7,5 pg/mg;
Sulfa 1%: 10,9 + 0,48 pg/mg; McLTP1 0,25%: 91,72 + 24,5 pgm/g; McLTP1 0,5%:
150,2 £ 14,5 pg/mg — Figura 21; Painel B).

Figura 21 — Efeito do tratamento com McLTP1 nos niveis de MDA, GSH e
NO2/NO3
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O estresse oxidativo foi avaliado pela dosagem de MDA (A), GSH (B) e NO2/NOs (C) na pele do dorso
submetida a queimadura superficial apds 3 dias de tratamento. Os resultados (picograma/mg 10° de
tecido) foram expressos pela média *+ erro padrdo da média. ANOVA e pos-teste de Tukey foram
utilizados para comparagdes entre médias. *p<0,05 representa diferencga estatisticamente significativa
em relagao ao grupo Sham, #p<0,05 em relagéo ao Sulfa 1% (N=6 animais/grupo).

6 DISCUSSAO

Neste trabalho, o tratamento com a McLTP1 demonstrou potente efeito
anti-inflamatério por reduzir o infiltrado inflamatério, a atividade da enzima
mieloperoxidase, os niveis de TNF-q, IL-1p, IL-6 e VEGF e aumentar IL-10, bem bomo
efeito antioxidante por diminuir os niveis de malondialdeido e a conversdo de NO, bem
como aumentar os niveis de glutationa reduzida no 3° dia experimental. Ademais,
promoveu reparacao epitelial por aumentar a espessura do epitélio, pela inducéo de
VEGF, TGF-B e FGF apods 7 dias, e manutengéo da angiogénese elevada apés 14 dia.
Deste modo, esta proteina induziu otima resposta cicatricial comprovada pelo

fechamento total das feridas no grupo tratado com a concentragao de 0,5%.
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Figura 22 — Resumo dos efeitos produzidos pela McLTp1 em modelo de
qgueimadura superficial
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Efeitos demonstrados por McLTP1 em modelo de queimadura induzida

As queimaduras sédo consideradas um problema de saude publica, visto
que, a depender da sua extensdo, demandam maior tempo de tratamento. Portanto,
muitos esforgcos tém sido aplicados para o melhor entendimento do mecanismo
fisiologico da cicatrizagdo de queimaduras, bem como das interferéncias que ocorrem
durante este processo, e, também, na descoberta e elaboragdo de novas ferramentas
biotecnoldgicas, que sao importantes para aprimorar o tratamento de pacientes com
lesbes de pele. Estudos buscam alternativas terapéuticas para as queimaduras,
utilizando produtos naturais que demonstraram efetividade em recuperar essas lesdes
(Avsar et al., 2016; Souza et al., 2021).

A McLTP1, uma proteina transferidora de lipidios isolada das sementes de
noni, tem sido estudada acerca de seus efeitos terapéuticos, e tem demonstrado
potenciais antinociceptivo, anti-inflamatoério, antibacteriano e anti-oxidante (Campos et
al., 2016; Souza et al., 2018; Nogueira et al., 2022). A literatura demonstrou que a
McLTP1 inibiu, de forma eficaz, o crescimento de bactérias que colonizam a pele como
Stapholococcus aureus e epidermidis (Souza et al., 2018), as quais podem causar

infeccdo secundaria nessas lesbdes. Este achado eleva, ainda mais, a importancia
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desse investigar se esta proteina pode ser uma alternativa de tratamento e diminuigéo
das complicacbes das queimaduras.

A sulfadiazina de prata a 1% é um antibacteriano que tem como mecanismo
de acéo a liberagao do ion prata que causa precipitacdo proteica e lise da membrana
celular bacteriana (Devi; Poornima, 2022). Seu uso como controle positivo neste
estudo se deu pelo fato dela ser o tratamento preconizado pelo ministério da saude
no ambito do SUS, por ser efetiva em controlar infecgdes secundarias e possiveis
complicagbes (BRASIL, 2012). Entretanto, estudos ja compararam o efeito da
sulfadiazina de prata a 1% a produtos naturais como o gel de Aloe vera e mel de
abelhas e observaram que estes ultimos foram mais eficazes como agentes
cicatrizantes do que a sulfadiazina (Shahzad; Ahmed, 2013; Aziz et al., 2017). De
forma semelhante, este estudo também observou que a McLTP1 foi superior em
induzir a cicatrizagdo das queimaduras do que a sulfadiazina de prata a 1%.

Para avaliar inicialmente o efeito da McLTP1 em células que participam
ativamente da cicatrizagdo, foi realizado a avaliagdo da viabilidade celular em
fibroblastos pelo método SRB, que fornece maior sensibilidade, linearidade e
reprodutibilidade que outros métodos como o MTT, por exemplo (TONDER;
JOUBERT; CROMARTY, 2015). Concentragbes mais elevadas da McLTP1, como 25,
12,5 e 6,25 pg/mL reduziram a viabilidade celular de fibroblastos, o que pode ser
explicado pelo fato dela ser um composto isolado. Park et al. (2017), ao utilizaram a
deoxishikonina, uma proteina isolada do composto Lithospermi Radix, uma mistura
herbal utilizada na Coréia do Sul para tratamentos de feridas e infecgbes de pele,
observaram que concentragdes de 30, 15 e 7,5 ug/mL também promoveram efeito
citotoxico em queratinocitos humanos. As concentragdes de 3,12 a 0,1 ug/mL né&o
alteraram a viabilidade celular. Apenas a menor concentragao foi capaz de aumentar
a proliferacao de fibroblastos murinos.

A partir deste resultado in vitro, onde se observou potencial proliferativo da
McLTP1 na concentracdo de 0,05 pg/mL, objetivou-se investigar o potencial
cicatrizante desta proteina in vivo. O percentual de 0,5% McLTP1 foi escolhido de
acordo com a extrapolagdo da concentragcédo de 0,05 pug/mL e a de percentual 0,25%
foi empregada no intuito de avaliar se concentragcbes menores poderiam ser mais
efetivas.

A literatura mostra diversos modelos animais utilizados para o estudo da

cicatrizacido de feridas, sendo um passo inicial importante para posteriores estudos
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da cicatrizagdo em humanos. Protocolos de ferida excisional (De Figueiredo et al.,
2014), ulcera por presséao (Kottner et al., 2020) e queimadura superficial (Souza et al.,
2021) tem-se mostrado como importantes ferramentas para estudo de novas
formulacdes terapéuticas para acelerar a cicatrizacdo bem como impedir a

contaminagao secundaria das lesdes.

Neste trabalho, queimadura induziu forte resposta inflamatéria tecidual no
3° dia, comprovada pela alteragao na espessura da epiderme e derme, presencga de
ulcera e intenso infiltrado inflamatoério presente na derme e hipoderme. Ademais, a
dosagem de citocinas mostrou a presenga de TNF-a, IL-1B e IL-6, mediadores
importantes na fase inflamatéria da queimadura (Ravat et al., 2011). Achados da
literatura corroboram o aumento desses mediadores inflamatorios, que se inicia nas
primeiras horas apos a queimadura, se estendendo até o 3° dia (Kubo et al., 2014).

O modelo de queimadura induzida em camundongos foi escolhido como
meétodo de avaliagao do efeito da proteina McLTP1 nas concentracées de 0,25% e
0,5%, as quais foram estabelecidas de acordo com ensaios de viabilidade celular de
e fibroblastos murinos in vitro (dados n&do mostrados). A McLTP1 demonstrou efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes satisfatérios (Campos et al., 2016; 2017; Nogueira
et al, 2022), apresentando também acdo antibacteriana in vitro contra
Sthaphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, bactérias predominantes em
infeccbes secundarias da pele (Souza et al., 2018; Olszewski et al., 1999; Kobayashi
et al., 2015). Diante disso, avaliar o efeito desta proteina na cicatrizag&o foi importante,
uma vez que este efeito pode vir associado a diminuigdo da incidéncia de infecgbes
secundarias em queimaduras.

A McLTP1, proteina transferidora de lipidios que vem sendo utilizada em
diversos modelos animais, como sepse, dor € mucosite intestinal, tem demonstrado o
controle da resposta inflamatdria, oxidante e algica. Destaca-se ainda que este foi o
primeiro estudo que buscou avaliar os efeitos cicatrizantes desta proteina, dada a
importancia e consisténcia de seus resultados demonstrados previamente.

No 3° dia apds a inducdo da queimadura, a avaliagdo macroscépica das
lesdes constatou a presenga de ulcera em todos os grupos, estando de acordo com
outros achados da literatura (Souza et al., 2021). Entretanto, os tratamentos com a
Sulfadiazina de prata 1% e com a McLTP1 0,5% foram eficazes em aumentar a
contragdo da area da ferida em relagdo ao grupo nao-tratado (Sham), sendo a



69

McLTP1 0,5% mais efetiva quando comparada a todos os grupos experimentais. No
5° dia, o efeito de reparacdo da McLTP1 0,5% se torna mais evidente em relagao aos
demais grupos, mantendo-se mais eficiente também no 7° dia. No 9° dia apenas a
McLTP1 0,5% se mostrou eficaz em continuar o processo de reparacao da ferida. A
partir desse periodo, nota-se uma tendéncia das contragcdes avaliadas de se
igualarem nos grupos Sham, Sulfa 1%, Veiculo e McLTP1 0,25% nos demais periodos
de avaliacdo, assemelhando-se aos resultados encontrados por Souza et al., (2021),
que investigou o efeito de uma fragdo metandlica de Sideroxylon obtusifolium no
modelo de queimadura superficial. Entretanto, a McLTP1 0,5% manteve-se mais
efetiva em cicatrizar as queimaduras nos 9°, 12° e 14° dias, resultando em fechamento
total de todas as feridas avaliadas nesse grupo.

Diante desses achados, o 3° dia foi escolhido para avaliar a resposta
inflamatadria, visto que a partir dele ja houve diferenga entre os grupos McLTP1 e os
controles negativo e positivo. O 7° dia foi determinado para avaliar a resposta de
transicao da fase inflamatoria para a fase de cicatrizacdo, uma vez que a partir deste
tempo ja se observa uma tendéncia dos grupos de igualarem, com excegéo do grupo
McLTP1. O 14° dia, ultimo periodo de analise, foi determinado a fim de se avaliar a
regeneracao completa do epitélio dos animais, uma vez que neste periodo o grupo
McLTP1 foi capaz de fechar todas as feridas. A partir da definicgdo desses periodos,
seguiram-se as demais avaliagdes.

A avaliagao histolégica das feridas foi realizada no 3° dia e mostrou que
nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Por mais que a McLTP1 tenha
reduzido a presencga de infiltrado inflamatério, todas as laminas apresentavam areas
de ulceras, demonstradas nas fotomicrografias, o que, possivelmente, elevou os
escores atribuidos. Resultados semelhantes foram observados nesse mesmo periodo
em outro estudo que utilizou o 6leo de Argan para tratar queimaduras (Avsar et al.,
2016).

Nesse estudo também foram constatadas alteracbes morfologicas
induzidas pela queimadura na epiderme e na derme, com adelgagamento destas
estruturas associado a presenca de edema e hiperemia no 3° dia, em acordo com
outros achados da literatura (Avsar et al., 2016).

Ao 7° dia, o infiltrado inflamatério no grupo Sham permaneceu intenso,
entretanto foi possivel observar a presenca de fibroblastos e fibrocitos, o que poderia
indicar o inicio do processo de transicao para o reparo da ferida. O tratamento com
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Sulfadiazina de prata 1% e McLTP1 0,5% proporcionou a diminuigdo dos escores,
devido a redugao da presenca de infiltrado inflamatério e inicio de fechamento da
ulcera, provavelmente relacionado ao aumento do numero de fibroblastos e fibrocitos.
Entretanto, de maneira a avaliar as fotomicrografias qualitativamente, observou-se
que as alteracdes de adelgagamento da epiderme e derme induzidas pela queimadura
foram parcialmente revertidas pela McLTP1 0,5% enquanto o grupo Sulfa 1% manteve
0 padrao de afinamento da pele.

No ultimo periodo de avaliagdo, a mensuracdo da espessura do epitélio
mostrou que a McLTP1 0,5% promoveu o fechamento da ferida com um epitélio de
maior espessura, onde foi possivel observar em algumas areas a formacdo das
papilas epidérmicas e queratinizacdo. De fato, como demonstrado na macroscopia,
essa mesma concentracdo promoveu o fechamento de todas as lesdes. Ademais,
também promoveu cicatrizagdo com a formag¢ao de um epitélio mais robusto.

A fim de corroborar os achados macroscopicos e histolégicos, foram
realizadas dosagens de mediadores inflamatérios e fatores de crescimento como a
dosagem da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), ELISA para TNF-a, IL-13,
IL-6, IL-10, VEGF e TGF-f, e imuno-histoquimica para TNF-a e FGF.

A MPO é um marcador indireto da presenca de neutréfilos e dos niveis de
citocinas inflamatérias. No 3° dia apdés a queimadura observou-se um aumento
significativo da atividade da MPO, estando de acordo com achados de Toklu et al.,
(2007) que dosaram a atividade desta enzima em modelo de queimadura induzida em
ratos. Apenas os tratamentos com Sulfadiazina de prata a 1% e McLTP1 0,5%
preveniram o aumento da atividade desta enzima. Do Carmo et al. (2022) observaram
que a McLTP1 também reduziu a atividade de MPO em modelo de mucosite intestinal
induzida por irinotecano.

Da mesma forma, a queimadura foi responsavel por aumentar os niveis de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-6. Somente a McLTP1 foi capaz de
prevenir o aumento de TNF-a, IL-1B e IL-6. A sulfadiazina de prata 1% reduziu os
niveis de TNF-a e IL-6. Quanto aos niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria,
estes se mostraram reduzidos no modelo de queimadura, e a McLTP1 foi o unico

tratamento capaz de aumentar a presencga de IL-10.

De fato, neutréfilos sdo as células inflamatdrias mais abundantes nas

primeiras 48 horas apds o trauma térmico (Olson; Ley, 2002). Além dessas células,
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monaocitos e macrofagos também migram para o local da lesdo, e assim passam a
produzir citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-6, que estimulam a proliferagdo de mais
células inflamatorias e a angiogénese mediada por VEGF (Qing et al., 2017). Baixos
niveis de IL-10 observados no grupo Sham podem estar relacionados a presenga
importante de macréfagos M1 que induzem a diferenciagcédo linfocitaria para a
linhagem Th1, a qual é caracterizada por amplificar a resposta inflamatéria aguda,
favorecendo o aumento de citocinas pro-inflamatorias (Rodriguez-Prados et al., 2010).
O aumento de IL-10 induzido pela McLTP1 0,5% no periodo de 3 dias corrobora seu
efeito anti-inflamatério, uma vez que esta citocina é responsavel por prevenir a
resposta inflamatoria excessiva que antecede a reparagao de uma leséo (Kubo et al.,
2014). Estudos com a McLTP1 em outros modelos inflamatorios, como de ulcera
péptica também demonstraram diminuicdo de IL-10 apds uso desta proteina
(Nogueira et al., 2022).

A fim de complementar os resultados encontrados nas dosagens por
ELISA, realizou-se a marcagao imuno-histoquimica para TNF-a no 3°. Estudos
demonstram a participacdo de TNF-a na fase inicial da queimadura, desenvolvendo
um papel importante na estimulacdo de células inflamatérias e promovendo
vasodilatagao por estimulagdo endotelial via VEGF (Ravat et al., 2011; Kubo et al.,
2014; Nielson et al., 2017; Qing et al., 2017). Neste estudo, foi observado um aumento
das imunomarcag¢des no grupo Sham, condizente com o aumento desta citocina no
ELISA e da presenca de infiltrado inflamatorio na regido. A sulfadiazina de prata 1% e
a McLTP1 reduziram essas marcacgdes, tendo a McLTP1 promovido uma redugao
mais significativa, o que demonstra o importante potencial anti-inflamatério desta

proteina.

Fatores de crescimento como o VEGF e o TGF- s&o importantes, uma
vez que a revascularizagao e o recrutamento de fibroblastos sdo etapas chave para o
processo de reparacédo (Fadini et al., 2008; Yoshida et al., 2012). No que concerne a
angiogénese, esta foi inicialmente avaliada macroscopicamente pela observacgéo da
parte interna da pele do dorso, onde reparou-se um padrao diferente de angiogénese
entre os grupos nos trés periodos de avaliagdo do estudo. Diante disso, a presenca
de VEGF foi avaliada por ELISA nos 3°, 7° e 14° dias. Interessantemente, a proteina
McLTP1 modulou a presenca deste fator de crescimento a partir do 3° dia. Ambas as

concentragcdes diminuiram os niveis de VEGF no 3° dia. Estudos mostram o aumento
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de VEGF em modelos de queimadura a partir do 3° dia, contribuindo para as
mudangas no endotélio que culminam em vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
vascular (Kubo et al., 2014). Ent&o, a diminuigdo dos niveis de VEGF apds tratamento
com a McLTP1 no 3° dia corrobora o efeito anti-inflamatoério observado previamente.
Ademais, a inibicdo dos sinais vasculares da inflamacdo pode contribuir para a
reducdo da quimiotaxia de células inflamatérias, bem como do edema e da
vermelhidao (Yucel-Lindberg; Bage 2013).

Em conjunto, a dosagem de citocinas como TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-10 e
VEGF por ELISA e a imuno-histoquimica para TNF-a no 3° dia demonstraram que,
por mais que haja a presenga da ulcera aberta em todos os grupos avaliados neste
periodo, o tratamento com a McLTP1 ja esta sendo capaz de modular a atividade
celular desde esse periodo, resultando em diminuicdo dos parametros iniciais da
inflamacdo. Entretanto, sabe-se que a resposta inflamatdria antecede a etapa de
reparagao, sendo importante para a ocorréncia da cicatrizagdo (Schwacha, 2003;
Vaughn; Beckel, 2012). Portanto, avaliar o perfil de cicatrizagdo de queimaduras
promovido pela McLTP1 nos 7° e 14° dias responderia se esse efeito anti-inflamatorio
interferiria de maneira importante no processo de fechamento das lesdes. Por isso,
avaliou-se a presenca de VEGF, bem como de fatores de crescimento para
fibroblastos, como TGF-B por ELISA e imuno-histoquimica para FGF nesses dois

periodos.

Ao 7° e 14° dias, a McLTP1, em ambas as concentracdes, aumentou 0s
niveis de VEGF, demonstrando sua ajuda no processo de reparagdo ao induzir
angiogénese. De fato, as fotografias da parte interna da pele do dorso demonstram
maior formag¢ao de vasos sanguineos nos animais tratados com a proteina. Kubo et
al., (2014), observaram que a presenca de VEGF de fato aumentava no decorrer da
cicatrizacdo da queimadura sem interferéncia de nenhum tratamento. Potencializar a
atividade desse fator de crescimento, como observado apos tratamento com a
McLTP1, pode sugerir que esta proteina tem um efeito cicatrizante importante. A
literatura demonstra que outras abordagens terapéuticas utilizadas em modelo de
queimadura superficial também foram efetivas em suprarregular VEGF e promover

uma reparagado mais efetiva, como os hidrogeis a base de polissacarideos (Wang et
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al., 2021), um polissacarideo isolado das raizes de Sanguisorba officinalis (Zhang et
al., 2018) e extrato da casca de roméa (Zhang et al., 2022). Este ultimo foi avaliado em
queimaduras de segundo grau em porcos e demonstrou um aumento de VEGF apos
7,14 e 28 dias.

O TGF-p é responsavel pela maturagao de fibroblastos, células importantes
no processo de sintese de colageno, e, portanto, cicatrizagédo de feridas (Mokoena et
al., 2018). No 7° dia, a McLTP+1 0,5% foi mais efetiva em aumentar a presenca de TGF-
B quando comparada a todos os grupos. Ja apos 14 dias, observou-se a redugao
significativa deste fator de crescimento no grupo tratado com a maior concentragéo
da proteina. Kubo et al., (2014) demonstraram que os niveis de TGF-§ aumentam no
7° dia e diminuem ao 14° dia apo6s a indu¢ao da queimadura em animais. Entretanto,
o tratamento com a McLTP1 promoveu um pico seguido da infra-regulagéo de TGF-3
em relagao ao controle ao final do protocolo experimental. O aumento apds sete dias
pode estar relacionado a aceleragao da cicatrizagdo, em relagdo aos demais grupos.
Ademais, a produgdo demasiada de TGF-f pode causar hipertrofia cicatricial e
queloides, resultando em cicatrizes malformadas. Portanto, o controle dos niveis deste
mediador se faz importante para o processo de reparagdo (Mokoena et al., 2018).
Observou-se que ao final do protocolo, a McLTP1 promoveu boa cicatrizacdo e
neoformacéo epitelial, sem presencga de cicatrizes hipertréficas. Esse resultado pode
ter sido conseguido pelo potencial em controlar o aumento exacerbado de TGF-3 apos
14 dias.

O FGF é um mediador quimiotatico e mitogénico ndo apenas para
fibroblastos, mas também para células endoteliais e mesenquimais, que propiciam
angiogénese. Além disso, estimula a contracédo da ferida, reepitelizacdo e produgéo
de colageno, fibronectina e proteoglicanas (Qing et al., 2017). Estudos mostram a
participacao de FGF na reparagédo de queimaduras, onde o uso de compostos como
o ginsenosideo Rb1 (Panax ginseng) e do fator recombinante para FGF-2
promoveram rapida cicatrizagdo de queimaduras de segundo e terceiro grau,
respectivamente, por atuarem estimulando a producdo de FGF (Tran-Nguyen et al.,
2020; Zhang et al., 2021). Este estudo demonstrou que a McLTP; aumentou a
expressao de FGF no 7° dia, fase inicial da cicatrizagcao, condizente com o aumento
de TGF-B nesse mesmo periodo. Ao 14° dia, as marcagbes nao apresentaram
diferengas entre os grupos, mas, como ja mencionado anteriormente, todas as feridas

do grupo McLTP+ estavam fechadas e a mensuragédo histologica do epitélio foi



74

significativamente maior neste grupo. Sugere-se que a modulagdo celular mais
intensa tenha ocorrido por volta do 7° dia. Vale ressaltar também que o tratamento
com a McLTP+ resultou em uma reepitelizagdo de maior qualidade, confirmada pela
mensuracao do epitélio mais espesso no 14° dia.

Adicionalmente, este estudo analisou o perfil de estresse oxidativo, uma
vez que a relagdo bidirecional entre a resposta inflamatéria aguda mediada pela
presencga de neutréfilos e o aumento do dano oxidativo celular e tecidual (Ward; Till,
1990; Schwacha, 2003). Estudos ja relataram que a trauma da queimadura é
consequéncia tanto da ativagao de citocinas pro-inflamatérias bem como pela alta
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Mileski et al., 1992; Hansbrough
et al., 1996; Toklu et al., 2007). Além disso, também foi relatado um aumento da
peroxidagdo lipidica, um mecanismo autocatalitico que leva a destruicdo das
membranas celulares, apds a queimadura (Demling; Lalonde, 1990; Sandre et al.,
2006). Por isso, avaliar a resposta do tratamento de queimaduras com a McLTP+ é de
suma importancia, uma vez que as EROs estao envolvidas na patogénese da lesao.

Como o aumento do estresse oxidativo € um processo dependente da
inflamacgéo, este parémetro também foi avaliado no 3° dia. Para se obter uma
quantificacdo do grau de peroxidagao lipidica, a dosagem do malondialdeido, um
importante marcador deste parédmetro, foi realizada (Sener et al., 2005; Toklu et al.,
2006; 2007). A queimadura aumentou, como esperado, os niveis de MDA, enquanto
a McLTP1 os reduziu, demonstrando um controle do estresse oxidativo. De fato, um
estudo prévio demonstrou que a McLTP+ reduziu a peroxidacéo lipidica ao diminuir os
niveis de MDA em modelo de ligadura do piloro (Nogueira et al., 2022).

O oxido nitrico (NO) é sintetizado pela enzima Oxido nitrico sintetase
induzida (iINOS), sob influéncia de mediadores inflamatérios e desempenha um papel
na vasodilatagdo. Seus metabdlitos diretos sdo o nitrito (NO2) e o nitrato (NOs), os
quais sao quantificados pela reacédo de Griess. Um aumento da conversdo em NO2 e
NO3 indica a suprarregulagdo de NO (Hibbs et al., 1987; Good et al., 1996; Preiser et
al., 1996). Estudos mostram que o NO também desempenha um papel importante no
aumento do estresse oxidativo, uma vez que, ao reagir com radicais superoxidos,
libera peroxinitritos que intensificam a lesdo (Parihar et al., 2008). De fato, a
queimadura aumentou a quantidade de NO2/NO3 no grupo Sham, tendo a McLTP

em sua maior concentracio, prevenido esse aumento. Esses achados corroboram os
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resultados prévios demonstrados neste trabalho acerca da avaliagdo da presenca de
MDA.

Ademais, a fim de se avaliar a resposta anti-oxidante da McLTP;1,
mensurou-se a quantidade de glutationa reduzida (GSH). A GSH é um tripepdideo
responsavel pela protecdo celular e tecidual a acdo dos EROs. Concentragdes
intracelulares de GSH é que definem a extens&o do dano apds a queimadura (Sener
et al., 2005; Tunali et al., 2005; Toklu et al.,2007). Diante disso, sugere-se que o
aumento dos niveis desse aminoacido pode ser importante para diminuir os efeitos
deletérios da queimadura. Este estudo demonstrou que os grupos Sham e Sulfa 1%
apresentaram niveis extremamente baixos de GSH, o que seria esperado uma vez
que o aumento da peroxidagao lipidica (altos niveis de MDA) nao favorece a resposta
anti-oxidante (Toklu et al., 2007). Entretanto a McLTP1 promoveu um aumento da
atividade da GSH, o que pode demonstrar sua capacidade em reverter os danos
causados pela queimadura. Nogueira et al., (2022) também observaram que esta
proteina modulou o estresse oxidativo.

Destaca-se ainda o efeito antinociceptivo previamente demonstrado pela
McLTP1 (Campos et al., 2016). Adicionalmente, o tratamento com esta proteina
poderia, além de acelerar a cicatrizagdo, promover maior conforto frente a resposta
dolorosa induzida pela queimadura. Levanta-se a necessidade de realizar estudo que
avaliem a resposta antinociceptiva dos animais em modelo de queimadura superficial.

Em suma, a McLTP1 demonstrou 6tima resposta cicatricial em estimular a
contragao das feridas e promover fechamento total das feridas no grupo tratado com
a concentragédo de 0,5%. Esses achados se confirmaram pela avaliagao histolégica
por escores e pela mensuracao do epitélio, onde a McLTP1 0,5% diminuiu o infiltrado
inflamatorio e promoveu maior reepitelizagdo. Sugere-se que esses efeitos tenham
sido mediados pelo controle da resposta inflamatoria, bem como pela supra-regulagéo
de fatores de crescimento, avaliados pela dosagem de MPO, ELISA e marcagéo
imuno-histoquimica. Adicionalmente, esses efeitos parecem ter sido otimizados pela

sua agao anti-oxidante.
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7 CONCLUSAO

A proteina transferidora de lipidios isolada das sementes de Noni (McLTP+)
demonstrou potencial cicatrizante em modelo experimental de queimadura superficial
em camundongos pela modulagéo da resposta inflamatoria e do estresse oxidativo, e
aceleracdo do reparo tecidual. Sugere-se que a McLTP1 pode representar uma

abordagem farmacéutica interessante para o tratamento de queimaduras
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ANEXO Il
RESUMO PARA NAO CIENTISTAS

As queimaduras sao lesdes bastante comuns na populacéo brasileira e muitas
pessoas nao fazem o tratamento correto para elas, o que causa uma variedade
de complicagdes como infecg¢ao da ferida, levando o individuo a morte. Com isso,
o valor financeiro que o Governo emprega no SUS para o tratamento so6 tende a
crescer a cada ano. Como tratamentos disponiveis, as pomadas topicas com
sulfadiazina de prata a 1%, que sao utilizadas para manejo das queimaduras no
Brasil, impedem apenas que bactérias e outros microorganismos infectem as
feridas, mas ndo promovem a recuperagao da pele afetada. Os cientistas que
trabalham no ramo da cicatrizacdo, vem tentando desenvolver um tratamento
que seja eficaz em promover o fechamento das lesbes, e muito tem se
investigado acerca do uso de produtos naturais. Recentemente, um grupo de
pesquisa da Universidade Federal do Ceara (UFC) isolou das sementes do Noni,
uma proteina chamada McLTP1. Esta proteina apresentou bons efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e antioxidantes quando avaliados em modelos
animais. Recentemente, observou-se que a McLTP1 inibiu o crescimento de
bactérias como Stapholococcus aureus e epidermidis, bactérias envolvidas em
infeccbes dérmicas. Por isso, diante da auséncia de alternativas cicatrizantes por
natureza para o tratamento da queimadura, e aliado aos efeitos previamente
observados da McLTP1, esse estudo decidiu investigar se essa proteina poderia
também exercer um efeito cicatrizante em modelo animal de queimadura. Os
animais foram tratados com cremes a base de McLTP1 nas concentracdes de
0,25% e 0,5%, bem como com a sulfadiazina de prata a 1%, utilizada como grupo
controle positivo, uma vez que esse é o tratamento preconizado pelo ministério
da saude. O grupo controle negativo ndo recebeu nenhum tratamento, por isso
ele serviu de comparagdo para os demais grupos. Foi observado que o
tratamento topico com a McLTP1 cicatrizou as queimaduras mais rapidamente
que os demais grupos, sendo mais efetiva que a Sulfadiazina de prata a 1% em
fechar as lesbes. Quando da avaliagdo dos tecidos em microscépio, foi
observado que esta proteina diminuiu a presenca de células inflamatorias apés
3 dias de queimadura, promoveu maior presenca de células que produzem
colageno, chamadas fibroblastos, apos 7 dias e a camada da pele formada apos
14 dias de tratamento com a proteina se mostrou mais grossa e aderida quando
comparada com o grupo que nao foi tratado e com o tratamento padréo, que € a
sulfadiazina de prata 1%. Esta proteina também diminuiu a presenca de
moléculas que inflamatérias e aumentou a presenca de fatores de crescimento
que estimulam fibroblastos. Ou seja, ela controlou a inflamagéo da queimadura
e aumentou a sintese de colageno na area. Isso explica a o fechamento mais
rapido promovido pela McLTP1. Além disso, esta proteina também controlou a
formacéao de radicais livres que potencializam a inflamacgéo e contribuem para a
destruicdo da pele, bem como promoveu uma agao anti-oxidante, diminuindo a
extensao do dano e favorecendo a rapida recuperacao da pele. Esses achados
mostram que a McLTP1 pode ser uma alternativa efetiva para o tratamento de
gueimaduras, sendo mais eficaz que a sulfadiazina de prata a 1%, uma vez que
ela exerce efeito proliferativo na pele, favorecendo a recuperagao tecidual.
Aliado ao seu efeito antibacteriano, esta proteina pode controlar a proliferacao
de microorganismos na pele, evitando infecgdo das feridas, ao mesmo tempo
que promove a cicatrizacao das lesoes.



