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RESUMO

Calotropis procera (Ait.) R. Br. € bem conhecida por ser uma planta laticifera e por
suas propriedades medicinais. Seu latex ja vem sendo utilizado na medicina
tradicional no tratamento de desordens da derme. Estudos cientificos demonstram
que proteinas laticiferas isoladas de C. procera possuem diversas propriedades
farmacolégicas sendo reportados seus efeitos anti-inflamatério, antisséptico,
analgésico e cicatrizante de feridas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da fracéo protéica CpPIll de C. procera na modulacao do processo cicatricial em
modelos experimentais de ferida. Para isso foi desenvolvido um hidrogel (Hg)
utilizando hemiceluloses vegetais (galactomananas) a partir de Caesalpinea
pulcherrima, como excipiente, e proteinas laticiferas (CpPlIl), ricas em enzimas
proteoliticas como principio ativo. Proteinas laticiferas com e sem iodoacetamida
(IAA), foram incorporadas em diferentes concentragdes (m/v) em hidrogel de
galactomananas (Hemi), obtendo as formulacdes testadas: HgCpPIl 0,2%,
HgCpPIl 0,5% e HgCpPII-IAA 0,2%. Foram utilizados camundongos Swiss
machos para os testes in vivo (irritabilidade dermal e de cicatrizagdo) segundo
procedimentos experimentais aprovados pelo comité de ética institucional, sob o
namero 64/2014. As modificacdes teciduais e os mediadores-alvo da resposta
cicatricial foram avaliados de acordo com parametros morfométricos, bioquimicos,
imunolégicos e histolégicos em modelos de feridas excisionais (1cm?). Os
resultados mostraram que as formulagcdées de hidrogel apresentaram qualidade
satisfatoria apds analise microbioldgica, estabilidade ao armazenamento a4 °C e
biocompatibilidade dérmica. As feridas tratadas com a fracdo CpPIl apresentaram
modulacdo dos mediadores inflamatérios (MPO, NO, IL-1B, IL-6) e reducédo da
peroxidacéo lipidica (MDA). O numero de mastécitos degranulados nos animais
tratados com CpPIl aumentou significantemente no dia 14, sendo maior a
degranulacao no grupo tratado com HgCpPIl 0,5% (p < 0,05). Houve ainda intensa
estimulacdo da fase inflamatéria e proliferativa da cicatrizagcdo, através da
ativacao de fibroblastos e estimulacdo da deposicao de colageno, resultando em
aumento significativo da taxa de contracéo e re-epitelizagdo das feridas quando
comparadas aos grupos controles (p < 0,05). Ensaios com a fragdo CpPll inibida
com iodoacetamida 20mM indicam que as propriedades farmacoldgicas do latex



nao estdo associadas somente a presenca de proteinas com atividade
proteolitica. O hidrogel HgCpPIl nédo induziu irritacdo dérmica e estimulou
eficientemente a cicatrizagao de feridas atuando nas diferentes fases do processo
de cicatrizacdo. As hemiceluloses, inicialmente propostas como veiculo de
liberagé@o para as proteinas imunomoduladoras, estavam envolvidas, pelo menos
em parte, na modulagéo do processo atuando possivelmente como antioxidantes.
O estudo sugere uma nova aplicagao para hemiceluloses vegetais como veiculos
utilizando proteinas imunomoduladoras do latex de C. procera como substancias
Uteis no tratamento de feridas, porém, investigacdes adicionais sdo necessérias
para prospec¢do mais profunda da composi¢do ideal em termos de fixagdo e
absorcao na pele pela formulagcédo proposta para ser testado em outros modelos
de cicatrizagao de feridas.

Palavras-chave: Calotropis procera, galactomanana, inflamacéo, latex, protease.



ABSTRACT

Healing hydrogel based in natural hemicelluloses from Caesalpinea
pulcherrima and laticifers proteins of Calotropis procera

Calotropis procera (Ait.) R. Br. is well known for being a latcifers plant and for its
medicinal properties. Its latex has already been used in traditional medicine in the
treatment of dermis disorders. Scientific studies have shown that laticifers proteins
isolated from C. procera have several pharmacological properties and their anti-
inflammatory, antiseptic, analgesic and wound healing effects are reported. The
aim of this work was to evaluate the effect of the CpPII protein fraction of C. procera
on cicatricial process modulation in experimental wound models. For this, a
hydrogel (Hg) was developed using natural hemicelluloses (galactomannans) from
Caesalpinea pulcherrima, as excipient, and laticifers proteins (CpPlIl), rich in
proteolytic enzymes as active principle. In the present study, laticifers proteins
containing proteolytic activity (CpPlIl) or inhibited with iodoacetamide (IAA) were
incorporated at different concentrations (w/v) in galactomannan hydrogels (Hemi)
to obtain the following formulations tested: HgCpPIl 0.2%, HgCpPIlI 0.5% and
HgCpPII-IAA 0.2%. Male Swiss mice were used for in vivo tests (wound healing
and dermal irritability) according to experimental procedures approved by the
institutional ethics committee under number 64/2014. Tissue modifications and
target mediators of cicatricial response were evaluated according to morphometric,
biochemical, immunological and histological parameters in excisional wound
models (1cm?). The results showed that the hydrogel formulations presented
satisfactory quality after microbiological analysis, storage stability at 4°C and
dermal biocompatibility. Wounds treated with the CpPIll fraction showed
modulation of inflammatory mediators (MPO, NO, IL-183, IL-6) and reduction of lipid
peroxidation (MDA). The number of mast cells degranulated in the CpPlI-treated
animals increased significantly on day 14, and the mast cells degranulation in the
group treated with 0.5% HgCpPIl (p <0.05) was higher. There was also intense
stimulation of the inflammatory and proliferative phase of healing process.
Furthermore, fibroblasts activation and collagen deposition resulted in a significant

increase in the rate of wound contraction as well as tissue re-epithelialization when



compared to control groups (p <0.05). Wound healing assays with the CpPII
fraction inhibited by iodoacetamide (20mM) showed that the latex pharmacological
properties were not only associated with the presence of proteolytic activity
proteins. The HgCpPIl hydrogel did not induce dermal irritation and efficiently
stimulated wound healing by acting on the different phases of the healing process.
Hemicelluloses, initially proposed as a delivery vehicle for immunomodulatory
proteins, were involved, at least in part, in modulating the process possibly acting
as antioxidants. This study suggests a new application for plant hemicelluloses as
vehicles using C. procera latex immunomodulatory proteins as useful substances
in the treatment of wounds. However, further investigations are required for deeper
exploration of the optimal composition in terms of fixation and absorption in the

skin by the proposed formulation to be tested in other wound healing models.

Keywords: Calotropis procera, galactomannan, inflammation, latex, protease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cicatrizacao de feridas

A cicatrizacado de feridas € um dinamico processo o qual envolve eventos
celulares, fisioldgicos, imunoldgicos e bioquimicos complexos com vistas a
restauracdo da funcdo e da continuidade anatémica do tecido (GOLDBERG;
DIEGELMANN, 2017; JORGE et al., 2008). No processo de cicatrizacao humano,
as curas morfologicas sdo aquelas realizadas na epiderme e derme e eventos
dérmicos séo infiltrado celular, formacao de tecido de granulagao e a produgéao de
colageno (JORGE et al., 2008; WOOLF, 1998).

A Figura 1, apresenta a histologia da pele normal com suas varias camadas.
Figura 1 - Histologia da pele.

Epiderme
— Derme
Foliculo Piloso
— Hipoderme
Glandula
sebacea
Gordura
Vasos
sanguineos

Tecido conectivo

Fonte: http://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1, (2017).

O processo de cicatrizacao pode ser dividido em quatro diferentes fases
ndao excludentes entre si, mas superpostas: (a) inicio da lesdo com
extravasamento de hemacias (b) fase de hemostasia ou coagulagdo com
agregacao de plaquetas e deposicao de fibrina a qual previne a perda de sangue,


http://www.webmd.com/skin-problems-and-treatments/picture-of-the-skin#1
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(c) inicio da fase inflamatdria e debridamento da ferida apds 24h da injuria com
liberacdo de fatores de crescimento transformante B (TGF-B) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) com recrutamento de neutréfilos para
a ferida, d) Apds 48h ha predominio de macréfagos na fase tardia da inflamagéo
(e) migragao, reparo ou fase de proliferacdo é caracterizada pela proliferacao
celular de tecido de granulagéo formado e mantido por fibroblastos e o processo
angiogénico, (f) maturacao ou fase de remodelagem, que inclui remodelamento
de tecido com suprimento, deposicdo e organizacdo das fibras colagenas
podendo durar de semanas a meses (JORGE et al., 2008; KOKANE et al., 2009).

As fases acima estéo representadas ilustrativamente na Figura 2.

Figura 2 - Diferentes fases do processo da cicatrizagao de feridas.

Superficie da Hemacias Fibri
i Plaquetas lorina
pele \ F?rjé / . — W
® Se ofé.oo Epiderme — o Car— .,
. "L Ss e derme —_\ Bide
Macrofago
_’. ~
a) Injuria/les3o b) Coagulagdo
A4
- ./' “\_ by // PoGE T @./ 1
= i—-‘;_"”’,,'-__j,f.‘."f_'__.'/ ;@ '.
BRSPS 0 ®@ &=
Macrofago B
d) Inflamacdo c) Inflamagdo
tardia (48h) inicial (24h)
' —=< o
e < ——
ibroblasto Coldgeno
e) Proliferacao f) Remodelacao
(72h) (semanas a meses)

(a) Inicio da lesao; (b) fase de coagulagéo; (c) inicio da fase inflamatdéria apds 24h da injaria;
(d) Fase tardia da inflamagéao apds 48h da injuria (e) Fase proliferativa com 72h ap6s a injdria
e (f); Fase de remodelagem ou maturacdo. Fonte: Experts Reviews in Molecular Medicine,
20083.
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Especificamente cada fase do processo cicatricial envolve a ativacéo e
sincronizagdo de elementos intracelulares, intercelulares e extracelulares,
incluindo eventos coagulatérios e inflamatérios, acumulo de tecido fibroso,
deposicao de colageno, epitelizacao, contracao da ferida, granulacéo de tecido e
remodelacdo (GHOSH; GABA, 2013).

A lesao de tecido inicia a resposta vascular da fase inflamatéria que
apresenta macroscopicamente eritema, edema e rubor como sinais flogisticos,
sendo normalmente associada com dor. A hiperemia ou eritema contribui para o
processo de angiogénese ou neovascularizagdo, importantes na formagao do
tecido de granulagdo que preenche o leito da ferida (PORSAN et al., 2016 ;
ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010). Fisiologicamente, a resposta vascular
envolve ativacao das plaquetas e um periodo breve e transitorio de vasoconstricao
e hemostasia. Um periodo de 5 a 10 min de vasoconstricao intensa € seguido de
vasodilatacdo ativa acompanhada de um aumento na permeabilidade capilar
(GURTNER et al., 2008).

A fase proliferativa subsequente € dominada pela formagcao da granulacao e
epitelizacao do tecido, ou formacao de tecido novo. Sua duracéao € dependente
do tamanho da lesdo, mas geralmente pode ocorrer de 2 a 10 dias Esta é
caracterizada por proliferacdo e migracao de diferentes tipos celulares. A
reepitelizacdo € o recobrimento de uma lesdo com novo epitélio e consiste de
migracao e proliferacado de queratindcitos na periferia da lesdo (RAPPOLEE et al.,
1988).

Apos a migracdo de queratinécitos sobre a derme lesada, sdo formados
Novos vasos sanguineos, e as novas ramificacbes capilares associadas com
macrofagos e fibroblastos substituem a matriz de fibrina com tecido de
granulacdo, formando um novo substrato para a migracdo de queratindcitos nos
estagios finais da reparacao tecidual. Os queratinécitos que estao abaixo da borda
proliferam e maturam, e restauram a fungéo de barreira do epitélio. Na fase mais
tardia desta etapa, fibroblastos, os quais sdo atraidos da margem da leséo ou da
medula sao estimulados por macréfagos, e alguns diferenciam para
miofibroblastos (OPALENIK; DAVIDSON, 2005).

A contracdo da lesdo € importante ocorrer desde o inicio do processo de
cicatrizagdo, pois impede o sagramento e a possivel contaminacao por
microorganismos (MEDHI et al., 2008). Os miofibroblastos sdo células contrateis
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que, com o tempo, unem as bordas da lesdo. A retragdo das bordas da ferida tem
como a finalidade de diminuir a area de preenchimento pelo tecido cicatricial.
Quanto maior a contracdo da ferida, menor a formagdo da cicatriz.
Posteriormente, ao longo do processo de cicatrizagdo, os miofibroblastos vao ser
responsaveis pelo remodelamento da area cicatricial. Este tipo celular possui a
dupla habilidade de sintetizar colageno e tem atividade contratil pela presenca de
actina, contribuindo para a contracgao da ferida
(ROBINS; KUMAR; COTRAN, 2010).

Fibroblastos e miofibroblastos interagem e produzem matriz extracelular
(MEC), principalmente na forma de colageno, o qual confere o volume para a
cicatriz madura (STADELMANN et al., 1998). A rede formada pela sintese de
coldgeno é responsavel pela integridade vascular e resisténcia dos novos
capilares (BLEE et al,, 2002). No inicio da fase proliferativa a atividade dos
fibroblastos € limitada para a replicagdo e migragao celular. Cerca do terceiro dia
apds a lesdo a massa crescente de fibroblastos inicia a sintese e secregédo de
colageno tipo Ill. A quantidade de colageno secretada durante este periodo
determina a forca de tensao da cicatriz (WERNER; GROSE, 2003).

A fase final da cicatrizacdo € de remodelagem, que se inicia em 2-3
semanas, e inclui reorganizacao das novas fibras de colageno, formando uma
estrutura que continua progressivamente a aumentar a forga de tensao da leséo.
O processo de remodelagem continua até dois anos, atingindo 40-70% da tensao
de um tecido néo lesado (STADELMANN et al., 1998). Durante esta fase, todos
0s processos ativados apés a lesao terminam.

A maioria das células endoteliais, macrofagos e miofibroblastos sofrem
apoptose ou saem da lesdo, deixando uma massa que contém poucas células e
constituida principalmente de colageno e outras proteinas de matriz extracelular
(SZABOWSKI et al., 2000). Além disso, apds 6-12 semanas, a matriz acelular é
ativamente remodelada a partir do colageno tipo Il medular para um
predominantemente composto por colageno tipo | (LOVVORN et al., 1999).

Na figura 3 é possivel observar a nivel histolégico, os diferentes aspectos
do tecido durante a resposta cicatrial a injuria.
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Figura 3 - Evolucao da resposta cicatricial do tecido em nivel histolégico
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Injuria Inflamagdo e tecido
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! \ Py b3
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Fotomicrografias em Hematoxilina & Eosina de diferentes estagios cicatriciais: (A) Resposta a
injuria e iniciagao do reparo; (B) Remodelamento da MEC e aumento da instabilidade mecénica;

(C) Angiogénese, fibroplasia e re-epitelizacdo. Fonte: adaptado de EMING, (2010).

1.2 Mediadores que participam do processo de cicatrizacao

Componentes do sistema imune contribuem, direta e indiretamente no
processo da cicatrizacdo de lesdes cutaneas, pois além de participar da funcao
inflamatéria e de defesa do hospedeiro, as células desse sistema liberam
citocinas, linfocinas e fatores de crescimento indispensaveis pela continuidade do
processo (PARK; BARBUL, 2004).

Organizando o estégio inicial em uma série de eventos ordenados, logo apds
a lesdo, as plaguetas atuam como mediadores da cicatrizagdo de forma agregada
formam um codgulo de fibrina, secretam uma variedade de fatores de crescimento
(EGF, PDGF), citocinas e matrizes extracelulares que levam ao reparo do tecido
(GURTNER et al., 2008 ; RAPPOLEE et al., 1988).). Na superficie, o coagulo de
fibrina comeca a secar e formar uma crosta (FEESS, 2016). O entendimento
basico de que as plaquetas e fibrinas produzidas a partir de fibrinogénio no local
da ferida, desencadeia varios processos bioquimicos como angiogénese,
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migracao celular, fibroplasia e sintese de colageno tém sido significativamente
investigados (KNIGHTON et al., 1982; GRELLING; CLARK, 1997; HOFFMAN;
MONROE, 2007).

O aumento da permeabilidade vascular resulta em migracao de neutréfilos
e mondcitos nos arredores do tecido que cessa apds os primeiros dias pos-lesao,
se nao houver contaminacao (STADELMANN et al., 1998).

Os neutrdfilos fagocitam os fragmentos e microorganismos, promovendo a
primeira linha de defesa contra infeccdo (STADELMANN et al., 1998). Essas
células polimorfonucleares (PMC) possuem granulos azuréfilos que apresentam
niveis elevados de mieloperoxidase (MPO), que juntamente com a NADPH
oxidase estd envolvida na geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
oxidacao de biomoléculas (ARNHOLD, 2004). NADPH oxidase é um complexo
enzimatico de membrana, que catalisa a redugcdo monovalente do oxigénio
molecular (O2) a anion superoxido (Oz’). MPO, por sua vez, catalisa a reagao do
peréxido de hidrogénio (H202) com ions cloreto (CI), formando o acido hipocloroso
(HCIO), outro potente agente oxidante (CAPELLEIRE-BLANDIN, 1998).

Na fase inflamatéria tardia, depois de 2-3 dias, monécitos aparecem na
lesdo e sdo diferenciados em macréfagos, e atuam digerindo e matando
patdbgenos, sequestrando restos de tecido e destruindo neutréfilos
remanescentes. Macréfagos ou células mononucleares (MNC) iniciam a transicao
da inflamacao para o reparo secretando uma variedade de citocinas (IFN-y, IL-
1,2,6 e 8), fatores quimiotaticos e de crescimento (FGF, TNF-a, TGF-B) que
estimulam migragdo celular, proliferacdo e formagdo da matriz extracelular
(GURTNER et al., 2008). Se essa fase aguda da inflamacao persistir devido a
hipdxia da lesdo, infecgao, deficiéncia nutricional, medicagao utilizada, ou outros
fatores relacionados a resposta imune do paciente, pode interferir com as fases
seguintes (STADELMANN et al., 1998).

Durante processos inflamatérios, os fagécitos (PMC e MNC) sao ativados
e elevam sensivelmente sua taxa de consumo de oxigénio, ocorrendo a aumento
da demanda respiratoria. Isso leva a producao e liberagcao de enzimas, radicais
livres e espécies reativas de oxigénio, amplificando a lesdo celular e endotelial
(VELLOSA et al., 2007). Os radicais livres sao produtos do metabolismo celular
de organismos aerdbios gerados durante o processo respiratorio celular. O
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na inducao
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de danos celulares pelos radicais livres, € denominado de estresse oxidativo. Este
processo gera danos a lipidios, podendo induzir peroxidagdo dos lipidios de
membranas bioldgicas, além de alterar proteinas, carboidratos e acidos nucléicos,
induzindo morte celular (LEITE; SARNI, 2003).

Os fagécitos quando ativados também produzem a isoforma induzida da
enzima 6xido nitrico sintetase (iINOS), que é responsavel pela geracao do 6xido
nitrico (NO), importante mediador do processo inflamatério (BABIOR, 2000). NO
€ uma espécie reativa de nitrogénio que, em meio aquoso, reage com 0 0xigénio
para formar outra espécie reativa, o peréxinitrito (OONO), potente agente
oxidante (MACMICKING et al., 1997). Durante o processo de cicatrizagdo, NO
influencia a fungdo dos macrofagos, fibroblastos e queratinécitos, contribuindo
para reepitelizacao (WITTE; BARBUL, 2002).

Os mastécitos sdo células do sistema imune inato que liberam varios
mediadores pré-formados (histamina, proteases e citocinas) em seus granulos
apds a lesdo. Ao investigar a fase aguda da cicatrizacdo em camundongos
deficientes de mastdécitos, observou-se que o numero de neutréfilos na ferida
destes animais estava reduzido enquanto o numero de macréfagos foi similar
quando comparados ao controle. Esses dados sugerem que os mastdcitos podem
se reguladores criticos da infiltracao de neutréfilos (EGOZI et al., 2003; WELLER
et al., 2006). Os mastocitos também estdo envolvidos nas fases mais tardias da
cicatrizacdo através da remodelacdo do colageno (YOUNAN et al., 2011). Além
disso essas células tém sido implicadas na formacgéo de cicatrizes hipertroficas
(WULFF et al., 2012). Juntos, estes achados sugerem que os mastécitos possuem
importante papel na diminuicdo de cicatrizes. Estudos em modelos animais
mostraram que a inibicdo da degranulacéo ou o bloqueio da atividade da protease
em mastocitos podem reduzir a producao de tecido cicatricial.

IL-6 € uma citocina potente em estimular a proliferacdo de fibroblastos e
parece exercer dupla fungdo como proé- e anti-inflamatéria atuando principalmente
na angiogénese, expressdo e deposicdo de colageno e epitelizacdo. IL-1B
desempenha um papel imunomodulador local e sistémico, extremamente
importante na coordenacgéo de eventos celulares da cicatriza¢ao de feridas e atua
na quimiotaxia de fibroblastos e queratindcitos além de contribuir para a sintese
de colageno (SADAVA et al., 2014).
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Na Tabela 1, estéo listadas as func¢des de alguns dos principais componentes

que estédo envolvidos nas fases iniciais e tardias durante o reparo tecidual.

Tabela 1 - Resumo da agao de componentes envolvidos no processo cicatricial

COMPONENTES SUBSTANCIAS LIBERADAS ACAO NO PROCESSO REFERENCIAS
DO REPARO CICATRICIAL
Plaquetas Fatores de crescimento (EGF, PDGF) | Angiogénese ; Migracao KNIGHTON et al.,

Citocinas

Matriz Extracelular

celular ; Fibroplasia ; Sintese
de colageno

1982; GRELLING;
CLARK, 1997;
HOFFMAN;
MONROE, 2007

Neutrofilos Mieloperoxidase e NADPH oxidase 12 linha de defesa contra STADELMANN et
infeccao ; Geragao de al., 1998;
espécies reativas de oxigénio | ARNHOLD, 2004 ;
CAPELLEIRE-
BLANDIN, 1998
Macréfagos Enzimas e citocinas (IFN-y, IL- 1,2,6 e | Iniciam a transi¢do da GURTNER et al.,
8) inflamacéo para o reparo ; 2008 ;
S o . Ativam macroéfagos, STADELMANN et
Radicais livres e espécies reativas de | fiproblastos e queratindcitos ; | al., 1998 ;
oxigenio Reepitelizagéo VELLOSA et al.,
Fatores quimiotaticos e de 2007 ; BABIOR,
. 2000; WITTE;
crescimento (FGF, TNF-a, TGF-B) BARBUL, 2002
Geracéo do 6xido nitrico
Mastécitos Liberam varios mediadores pré- Reguladores criticos da EGOZI et al., 2003;
formados como histamina, proteases e | infiltracdo de neutréfilos ; WELLER et al.,
citocinas Remodelacdo do colageno 2006 ; YOUNAN et
al., 2011;
BROUGHTON et al,
2006
IL-6 Liberado por macréfagos, mastocitos, | Proliferacdo de fibroblastos; SADAVA et al.,
queratinocitos Angiogénese, expressao e 2014;
deposicao de colageno e BROUGHTON et al,
Dupla fungéo (pré- e anti-inflamatéria) epitelizacao 2006
IL-18 Liberado por macréfagos, mastocitos, | Quimiotaxia de fibroblastos e | SADAVA et al.,

queratinécitos

Imunomodulador local e sistémico

queratindcitos; Sintese de
colageno

2014 ;
BROUGHTON et al,
2006

EGF, fator de crescimento epidérmico; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas;
NADPH, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato ; FGF, fator de crescimento de fibroblastos;
IFN- q, interferon alfa; IL, interleucina; TGF- 8, fator de crescimento transformante beta; TNF, fator

de necrose tumoral. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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1.3 Proteases na modulacao do processo cicatricial

O reparo completo de tecidos envolve reagdes catabdlicas de degradagao
de tecidos pela producdo de proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e também reacdes anabdlicas de formacao de tecidos pela producao
de fatores de crescimento (RICHES, 1996), responsaveis pela recomposicao da
celularidade regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formacao da
cicatriz (CURI et al, 2005).

Nas fases iniciais e durante os estagios tardios do processo de cicatrizacao
tecidual de feridas ha a participacdo de um grupo de enzimas proteoliticas, as
quais sao proteases enddgenas liberadas na matriz extracelular, denominadas de
metaloproteinases. Estas enzimas remodeladoras da matriz sdo secretadas por
fibroblastos, macréfagos e células endoteliais, realizando o debridamento da
tecido necrético e contribuindo inicialmente para redugcdo da forgca ténsil
(LEVENSON et al., 1965) do tecido em cicatrizacdo que posteriormente sera
aumentada com a proliferacdo de uma nova matriz extracelular composta de
proteinas estruturais, especificamente colageno do tipo | (LEE; KIM; LEE, 2015).

A presenca de tecido necrético ou material estranho em uma ferida
aumenta o risco de infeccédo e sepse, além de prolongar a fase inflamatéria, que
inibe a cicatrizacao de feridas. Assim, quando aplicavel, &€ importante remover o
tecido necrdético ou material estranho de areas ao redor da ferida seja com auxilio
de bisturi/tesoura; hidratacao de feridas e remocéao autolitica do tecido necrético;
e ou remogao enzimatica proteolitica usando colagenase bacteriana, papaina,
fibrinolisina/DNAse, tripsina, estreptocinase-estreptodornase e subtilisina (GHADI
et al.. 2016).

A aplicacdo de substancia exdgena a lesdo pode ser uma estratégia para
minimizar os danos no tecido, propiciando uma adequada perfusdo e oxigenagao
tecidual, promovendo um ambiente Umido, com minimo de dor, desconforto e
cicatriz para o organismo contribuindo assim, para restaurar a continuidade
anatémica e fungao da parte afetada no menor tempo possivel (PIERCE et al,
1992).

Atualmente, a modulacao de proteases da matrix extracelular ja vem sendo
utilizada como estratégia para melhorar a performance do processo de
cicatrizagdo em feridas agudas e crénicas (WESTBY et al., 2016).
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O uso tépico de proteases exdgenas na forma de pd ou gel como a enzima
papaina do mamao e a enzima colagenase derivada de Clostridium histolyticum
sao agentes debridantes no tratamento de feridas, promovendo uma cicatriz mais
plana, devido ao estimulo no alinhamento das fibras colagenas (MAMBOYA,
2012 ; SANCHEZ NETO et al., 1993). O debridamento enzimatico consiste na
aplicacéo topica da preparacao de protease que atua sobre a fibrina e o colageno
do tecido necrético (DOGRA; REENA, 2014).

As proteases e seus inibidores contribuem para a degradacao e deposicéao
da matriz extracelular, criando um equilibrio que € essencial para a adequada e
coordenada cicatrizacao de feridas cutdneas. Contudo, quando este equilibrio €
interrompido, as feridas sdo levadas a um estado de cronicidade caracterizado por
niveis abundantes de proteases e niveis diminuidos de inibidores de protease
(MCCARTY; PERCIVAL, 2013). O aumento normal na expressao de
metaloproteinases de matriz 9 (MM9) foi observado no inicio da fase aguda da
cicatrizagdo de feridas, mas tendem a retornar a niveis basais com a resolucao
do processo cicatricial. No entanto, se houver uma excessiva producdo de
proteases no leito da ferida, isto podera levar a desordem na cicatrizacao (REISS
et al., 2010).

Leite et al., (2012), utilizaram duas concentracdes de papaina em gel (2%
e 4% m/v) para avaliar clinicamente os efeitos do seu uso em Ulceras de perna
maiores que 2 cm?, de origem venosa ou diabética. Os autores recomendaram o
uso da papaina em diferentes concentracbes de acordo com o estagio da
cicatrizagéo, e conforme o tipo de tecido presente na ferida.

A papaina em gel foi estudada em modelo de ferida cronica. Caes com
feridas necréticas infectadas foram tratados com diferentes concentracdes da
enzima proteolitica (5% e 3% m/v) as quais mostraram efetividade na cicatrizagao
especialmente no debridamento quimico e remogéo de tecido necrético quando
aplicada em altas concentracbes, e facilitou a cicatrizagdo promovendo a
formacao de tecido de granulacdo em menores concentragcdes (PORSAN et al.,
2016). Os autores ressaltam que a redugdo na concentragcdo de enzima
proteolitica é necessaria em feridas que ndo tém material necrético e néo
requerem a formacao de uma grande quantidade de tecido de granulacéo. Feridas
estagnadas no caso de pacientes diabéticos apresentando tecidos desvitalizados
e restrita vascularizagcéo, seria uma abordagem interessante o uso de uma maior
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concentracao de protease que estimule a fase inflamatéria, além de promover o
debridamento do tecido (LEITE et al., 2012).

Assim, as evidéncias cientificas indicam que para ter efetividade no
processo de cicatrizagdo uma concentracdo adequada de enzimas proteoliticas
deve ser estabelecida de acordo com as caracteristicas macroscépicas de cada
ferida (MONETTA, 1987; ROCHA et al., 2005).

1.4 Produtos naturais de origem vegetal para uso dérmico

O termo “natural” € uma substancia produzida ou encontrada pela natureza
que é diretamente extraida de fontes vegetais distintas como ervas, frutas, flores,
folhas, latex dentre outras partes das plantas e também em animais. O efeito
desses ingredientes naturais nos produtos para cuidados com a pele, depende da
sua eficacia in vitro e in vivo e o tipo de veiculo dermatolégico ao qual eles sao
incorporados (FOWLER et al., 2010).

Produtos naturais oriundos especificamente de plantas por possuirem
propriedades medicinais sao prospectivas fontes de novas drogas (SEO et al.,
2008). A presencga de varios constituintes bioativos nas plantas tem incitado os
cientistas a examinar essas fontes naturais buscando determinar o potencial das
propriedades cicatrizantes (HOSSEINKHANI et al., 2016).

O interesse por medicamentos de origem vegetal para uso dérmico, ganhou
atencao também pelos laboratérios fitofarmacéuticos que concentram seus
esforgcos em identificar os constituintes ativos e mecanismos de agédo de varias
plantas medicinais por terem baixa toxicidade, possuirem origem natural e serem

usadas ha muito tempo na medicina popular (ZHOU et al., 2004).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo mundial ainda depende de remédios a base de plantas para o
tratamento de doencas (BRUNNING; MORSEGUI; VIANNA, 2012). Pesquisas
visando a identificagdo de plantas regionais com finalidades terapéuticas, que
possuam comprovada acao farmacoldgica e/ou substancias biologicamente ativas
S840 necessarias para que seja possivel a recomendacao segura e utilizacao de
tais plantas no sistema de saude vigente (DUTRA, 2009).
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Assim, se faz necessario pesquisar 0 uso popular de espécies
potencialmente importantes para uso dérmico (SCHEFFER et al., 1999).

Destaca-se que a pesquisa de produtos naturais tem-se intensificado para
auxiliar no tratamento de feridas através da identificacdo de substancias,
isolamento, quantificacdo e investigacao da atividades biol6gica, como € o caso
do 6leo de capivara (MARINHO; NETO-FERREIRA; CARVALHO, 2013), o uso da
enzima papaina extraida do maméao (SANCHEZ NETO et al., 1993), proteinas
extraidas do latex da seringueira Hevea brasiliense (FRADE et al., 2006) dentre o
estudo com outras plantas medicinais (BAHRAMSOLTANI et al., 2014).

Muitos outros compostos fitoquimicos derivados de plantas com altos niveis
de propriedades cicatrizantes de feridas, também vem sendo isolados e usados
para o design de formulagdes topicas e curativos de feridas. Esses compostos
pertencem a familias dos alcalbides, 6leos essenciais, flavondides, taninos,
terpendides, saponinas e  fendlicos (THANGAPAZHAM; SHARAD;
MAHESHWARI, 2016). No entanto, ha ainda uma falta de relatorios sobre o nivel
de dosagem, efeitos toxicoldgicos e adversos destes compostos. A partir de entao,
um protocolo padronizado e ensaios clinicos devem ser seguidos para fornecer
evidéncias mais sélidas, apoiar o uso de compostos farmacologicamente ativos
derivados de plantas no tratamento e gereciamento de feridas (REX; MSA
MUTHUKUMAR; PAULRAJ., 2018).

Esses agentes naturais induzem cicatrizacdo e regeneracdo do tecido
perdido por varios mecanismos devido sua natureza quimica atuando como
antioxidante, antibacteriano, antiinflamatério, além da atividade cicatrizante de
feridas (THAKUR et al., 2011; HALLIWEL, 1995). Varios relatérios farmacol6gicos
estdo disponiveis em algumas espécies de plantas para a validagdo de uso
tradicional e desenvolvimento seguro e eficaz e medicamentos fitoterdpicos

mundialmente aceitos para feridas (THAKUR et al., 2011).
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1.5 Calotropis procera

Calotropis procera (Ait.) R. Br. € uma planta laticifera pertencente a sub-
familia Asclepiadaceae da familia Apocynaceae. E um género de cerca de seis
espécies de arbustos ou arvores pequenas, distribuidas em regides tropicais e
subtropicais da Asia e Africa. C. procera é nativa da Africa Ocidental até o sul de
Angola, Africa do Norte e Oriente, e atualmente a espécie encontra-se presente
na Australia, ilhas do Pacifico e do Caribe, México, América Central e do Sul
(PARIHAR; BALEKAR, 2016). A espécie representada na figura 4, possui varios
nomes populares de acordo com a regidao onde se encontra no Brasil: ciume e
horténcia (CE), algodao-de-seda e seda (PE), flor-de-seda, paininha-de-seda (SP)
e leiteiro (SP, MG) (KISMANN; GROTH, 1999).

Figura 4: Calotropis procera (Ait.).

(A) planta; (B) folhas e flores; (C) caule da planta e exsudagao do latex. Fonte: KHAIRNAR et
al., (2012); CHAUDHARY et al., (2017); SUDESH., (2012).



31

C. procera é bem conhecida por ser uma planta téxica e por suas
propriedades medicinais. Varias partes da planta sdo utilizadas em varios
sistemas de medicina tradicional em todo o mundo. A raiz, casca, folhas e seu
latex sdo usados para fins medicinais nas regides mais pobres da india e da Africa,
bem como no Brasil em menor grau (KUMAR; ARYA, 2006).

O latex ou seiva leitosa obtida das partes aéreas da planta C.procera, tem
sido eficaz no tratamento de diversas desordens da derme como lepra, eczema,
infeccdes cutaneas, malaria, e picadas de cobra (KUMAR; BASU, 1994;
RAHMAN; WILCOCK, 1991).

Um vasto numero de pesquisas e artigos de revisdo apresentam as
propriedades fitoquimicas de C. procera (BRUNO-MORENO et al., 2013; EDMAN,
1983; PARIHAR e BALEKAR, 2016) além de determinar sua natureza acida e
presenca de 14,8% de teor de sélidos (SHUKLA; KRISHNAMURTI, 1961). Dentre
os constituintes quimicos da planta inteira foram relatados a presenca de
alcal6ides, esterois, flavonoides, glicosideos, triterpendides (EDMAN, 1983).
Estudos apontam que todas as partes da planta tem um potencial toxico, devido
a presenca de cardenolideos sendo considerados glicosideos cardiacos
(PARIHAR; BALEKAR, 2016). Particularmente, o latex de C. procera é composto
de uma mistura complexa de metabdlitos secundarios e proteinas, presente no
citoplasma de células altamente especializadas denominadas laticiferos (BRUNO-
MORENO et al., 2013).

Utilizando o latex na sua forma natural, baseado no uso tradicional, a
primeira demonstracao cientifica das propriedades estimuladoras da cicatrizagao
de feridas por latex C. procera surgiu na India em 1999 (RASIK et al., 1999).
Porcos da guiné foram avaliados durante 7 dias ap6s aplicacao topica diaria de
20 pl de solugéao estéril contendo 1.0% do latex da planta usando propilenoglicol
como veiculo. O tratamento aumentou significantemente o processo de
cicatrizacdo através do aumento do colageno, sintese de DNA e reepitelizacao,
levando a reducado da area da ferida. Assim este resultado prevé um suporte
racional cientifico para o estudo desta planta na modulac¢ao da cicatrizacao.

Seguindo as varias reivindicagdes tradicionais sobre o uso de Calotropis
procera na cura de doencgas, esforcos consideraveis foram feitos pelos
pesquisadores para verificar sua utilidade através de estudos farmacoldgicos
cientificos utilizando as proteinas laticiferas (GUPTA et al., 2012). Estudos em
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animais com proteinas do latex de C.procera, demonstraram diversas atividades
bioldgicas como potenciais agentes anti-inflamatoérios, antisséptico e cicatrizante
de ferida além de efeitos analgésicos (KHAIRNAR; BHAMARE, 2012).

Atualmente, uma grande rede de grupos de pesquisadores de laboratérios
de diferentes instituicdes de ensino e pesquisa nacionais e internacionais atuam
de forma colaborativa estudando moléculas de fluidos laticiferos em termos
moleculares, funcionais e aplicados em agricultura e saude. Tais pesquisas em
rede tem contribuido com relevantes publicacbes na area de Biotecnologia
Molecular de Latex Vegetal incluindo o estudo de proteinas vegetais extraidas do
latex de C. Procera pelo grupo de pesquisadores cearenses dos laboratorios de
Plantas Laticiferas e Laboratério de Biotecnologia de Proteases Vegetais do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Ceara (UFC) coordenados respectivamente pelo Dr. Marcio Viana Ramos e Dr.
Cléverson Diniz Teixeira de Freitas. Desta forma, propriedades bioldgicas ja foram
detectadas avaliando a fracdo protéica de proteinas do latex (LP) isoladas de
Calotropis procera. A atividade anti-inflamatéria de proteinas de latex tem sido
bem documentada usando diferentes modelos inflamatérios (ALENCAR et al.,
2004; CHAUDHARY et al., 2016; FREITAS et al., 2012; KUMAR et al., 2011;
KUMAR et al., 2015; RAMOS et al, 2009b). Também foi demonstrado
investigando LP e suas sub-fracbes protéicas, as propriedades pré-inflamatérias
e antibidticas (ALENCAR et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2012), acao
imunoestimulantes, imunomoduladora (FREITAS et al., 2012; DE OLIVEIRA et al.,
2016) e potencial alergénico (RAMOS et al., 2007).

Outros estudos com as proteinas do latex reportaram propriedades
preventivas de choque séptico (LIMA-FILHO et al., 2010), acdo antioxidante
(KUMAR et al., 2015), propriedades anti-tumorigénicas e de citotoxidade seletiva
(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010), agao anti-noniceptiva (RAMOS et
al., 2005) e anti-convulsivante (LIMA et al., 2010), além de efeitos no sistema
nervoso central (LIMA et al., 2012). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
estudou varias atividades biol6gicas das proteinas sollveis extraidas do latex de
Calotropis procera as quais demonstraram adicionalmente aliviar a artrite;
minimizar o estresse oxidativo (CHAUDHARY et al. 2016; CHAUDARY et al.,
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2015) e evitar a mucosite oral e intestinal induzida por quimioterapicos (FREITAS
etal., 2012; ALENCAR et al. 2017).

Dentre as biomoléculas presentes no latex de C. procera encontram-se
proteinas que sao de natureza bésica com forte atividade anti-oxidante
(superoxido-dismutase e ascorbato peroxidase) e proteolitica (proteases
cisteinicas), quitinases e a osmotina (CpOsm). Apés fracionamento do latex e
obtencéo de 3 fragOes proteicas denominadas por nosso grupo de pesquisa Pl,
Pll e PIIl, a osmotina, uma proteina de 22 kDa foi purificada, estando presente na
fracao protéica Pl do latex de C. procera CpPIl (também chamada de LPrpi) na
qual também foi detectada a presenca de proteinas com atividade proteolitica
como as proteases (FREITAS et al., 2007; FREITAS et al., 2011). Ademais, no
latex de C. procera foram identificadas e caracterizadas recentemente, duas
proteinas do tipo germinas ou “germin-like proteins” (GLPs) também encontrada
em alguns cereais como o trigo, porém, apresentando atividade enzimatica de
oxalato oxidases (FREITAS et al., 2017).

Estudos de imunomodulagdo com algumas fracdes protéicas como a PI
obtida de proteinas soluveis totais do latex de C. procera (LPei) foram previamente
investigadas. A sub-fracdo protéica de alto peso molecular, LPpi, aumentou a
expressao de TNF-a, IL-6 e IL-18 comparada aos grupos controles contra infecgéao
experimental por Listeria monocytogenes. Em ensaios in vivo, houve maior
migracdo de leucocitos em camundongos tratados com LPp, ap6s 24 h de
infeccdo. Esse grupo também apresentou numero reduzido de bactérias viaveis
nos fluidos peritoneal e sanguineo bem como no figado. Esta atividade foi
associada a presenca de proteinas quitinases (DE OLIVEIRA et al., 2016).

A fracdo LPp também demonstrou efeitos anti-inflamatérios dose-
dependente em um modelo pré-clinico de artrite utilizando diclofenaco como
controle positivo. Houve melhora da inflamag&o articular e hiperalgesia com
reducdo do influxo de neutréfilos e edema na articulagdo artritica aléem de
normalizagdo dos niveis de marcadores de estresse oxidativo (CHAUDHARY et
al., 2016).
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Ressalta-se a importancia de 3 estudos do grupo de pesquisadores
ceareses para o entendimento do papel das proteinas do latex no tratamento das
desordens dérmicas, como a capacidade de manter a homeostase da coagulagéo
em camundongos (RAMOS et al, 2012) e efeitos cicatrizantes de feridas
utilizando LP associado a uma biomembrana sintética (RAMOS et al., 2016;
FIGUEIREDO et al., 2014).

Nestes dois ultimos estudos, utilizando modelos de feridas incisionais e
excisionais, quando essas proteinas (LP) foram incorporadas em uma
biomembrana de alcool polivinil, aceleraram o processo de cicatrizacdo Foram
observadas intensa migracdo de neutréfilos, degranulagcdo de mastdcitos,
aumento na atividade da mieloperoxidase e de 6xido nitrico. Os autores sugeriram
que 0s mecanismos subjacentes pelos quais as proteinas totais do latex em
biomembrana, aceleraram a cicatrizacdo envolveram a modulagcédo de citocinas
pré-inflamatérias como TNF e IL-1B (FIGUEIREDO et al., 2014; RAMOS et al.
2016).

1.6 Hemiceluloses e hidrogéis para cicatrizacao de feridas

Hemiceluloses sao polissacarideos presentes na parede celular de vegetais
funcionando como polissacarideos de reserva. Recebem essa denominagéo por
apresentarem comportamento semelhante a celulose, dando elasticidade ao
tecido formado (KLEMM et al., 2005).

Caesalpinia pulcherrima (Fabaceae), € uma planta leguminosa nativa do
nordeste do Brasil (Figura 5). Esta espécie é uma fonte alternativa de
hemiceluloses, que sao extraidas de suas sementes e vém sendo utilizadas como
ingredientes de alimentos e farmacos por possuirem propriedades como alta
viscosidade, tolerdancia ao pH e adesividade (BURITI et al, 2014;
JEEVANNANDHAM et al., 2011; SILVA, 2005).
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Figura 5: Caesalpinia pulcherrima

1‘\

Planta (A); flores (B); <caule da planta, flores e sementes (C). Fonte:
http://www.ehorticulture.com/tree-plants-seeds/ornamental-shrubs/caesalpinia-pulcherrima-
detail.html, (2017).
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Galactomananas sdo exemplos de hemiceluloses obtidas do endosperma
de sementes C. Pulquerrima (ANDRADE et al.,, 1999). Esses polissacarideos
caracterizam-se por serem neutros. A cadeia principal € composta por unidades
de (1 — 4) -B-D-manose (M) com diferentes graus de substituicdo em O-6 com
unidades a-D-galactopiranosil (G). Sua estrutura quimica esta representada na
figura 6 (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Figura 6. Segmento de uma cadeia principal de galactomanana vegetal.
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Fonte: Albuquerque et al., 2016.

As galactomananas sao considerados hidrocol6ides altamente solUveis em
agua, produzindo solugdes aquosas altamente viscosas e estaveis, além disso, a
sua solubilidade depende da composicédo (ou razdao M/G) e da distribuicdo de
unidades de galactose ao longo da cadeia principal de manana: quanto maior o
teor de galactose, maior a solubilidade na agua (THOMBRE; GIDE, 2013;
RINAUDO, 2008).

A utilizacado de biomateriais poliméricos na forma de hidrogéis para tratar
feridas tem aumentado ultimamente (LI et al., 2017). Existe uma grande variedade
de hidrogéis naturais e ou sintéticos em termos de composicao; eles consistem
em carboximetilcelulose (CMC), poliuretano, poliacrilamida, agar, quitosana e
polivinil-pirrolidona (PVP), assim como derivados de &cido hialurénico (HA) com
ou sem alginatos. Ambos os polimeros sintéticos e biopolimeros séo facilmente
processados a forma desejada e design e estabilizado usando diferentes técnicas
para prolongar sua validade. Além disso, curativos a base de hidrogel feitos de
diferentes polimeros podem ser usado como carreadores de drogas
(MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).
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Atualmente existe no mercado um hidrogel usado clinicamente para tratar
feridas (Purilon Gel®), a base de alginato de célcio que possue além de sédio,
carboximetilcelulose, sendo constituido de mais de 90% de agua. O Purilon Gel®
é indicado para feridas necréticas secas e escuras, bem como feridas com uma
mistura de tecido necrético e granulado, como Ulceras de perna, Ulceras de
pressao, Ulceras de pé diabético ndo infectadas e queimaduras de primeiro e
segundo grau. Pode ser usado em todo o processo de cura para fornecer um
ambiente de cura umido (GHADI et al., 2016).

Entretanto, de acordo com Calé e Khutoryansky (2015), alguns
polissacarideos oriundos de fontes naturais sdo amplamente utilizados para o
tratamento de feridas quando administrado sob a forma de hidrogéis: neutro
(celulose, dextrano, B-glucano), acido (acido alginico, HA), basicos (quitina,
quitosana) ou polissacarideos sulfatados (sulfato de condroitina, sulfato de
dermatano, heparina, sulfato de queratano). Neste contexto, os hidrogéis a base
de polissacarideos tém surgido como formulagdes interessantes para diversas
aplicagdes por suas caracterisiticas fisico-quimicas (SANTOS et al, 2015;
THOMBRE; GIDE, 2013). Em particular, a associacao estavel de polissacarideos
com uma variedade de compostos bioativos como sistemas de administracao de
farmacos é de interesse para as empresas farmacéuticas. A literatura também
relata atividades farmacolégicas e antimicrobianas intrinsecas de alguns
polissacarideos que aumentam suas potencialidades para aplicacao
farmacoldégica (LI et al., 2017).

Galactomananas ja vem sendo utilizadas para formulacao de hidrogel (DA-
LOZZO et al., 2013). Em estudo realizado por Koop et al., (2015), hidrogéis
baseados em galactomananas foram investigados quanto aos possiveis efeitos
irritantes e apresentaram-se seguros para aplicacdo em feridas cutaneas.

Muitos agentes cicatrizantes possuem vantagens e desvantagens e cabe a
correta escolha para o tratamento de cada tipo de ferida (LORENZ; LONGAKER,
2003). Um ambiente quente e imido com material adequado, pode contribuir para
resultados mais rapidos e bem-sucedidos na cicatrizacao de determinados tipos
de feridas; portanto, curativos a base de polimeros e hidrogéis tém tornado-se
popular (BOATENG et al., 2008). Além disso, os hidrogéis mostram vantagens
como alivio da dor, absor¢do de exudato, barreira a microorganismos,
permeabilidade ao oxigénio, transparéncia dentre outras vantagens que podem
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ser adequadas de acordo com sua aplicacao e habilidade geral para liberacao de
medicamentos de forma controlada (DAFNA et al., 2013; GONEN-WADMANY et
al., 2011; Rogero et al., 2003). O requerimento mais criticos para qualquer tipo
de hidrogel produzido a partir de biopolimeros é que esses géis devem ter a
capacidade de absorver uma grande quantidade de agua relativa a sua massa e
o material deve resistir a dissolucdo (SANTOS et al., 2015; PAL et al., 2007).

1.7 Biocompatibilidade dérmica de biomateriais de origem vegetal

Geralmente, produtos vegetais sdo ricos em antioxidantes, Oleos
essenciais, hidrocoldides, compostos bioativos e proteinas e podem prover
diferentes propriedades biolégicas para a pele de acordo com sua composi¢cao
(DUREJA et al., 2005; DUBEY; KUMAR; TRIPATHI, 2004). No entanto, muitos
destes produtos naturais ou biomateriais por apresentarem-se como complexas
misturas de compostos quimicos podem ser responsaveis pelo desenvolvimento
de reacbes adversas. Ademais, o potencial irritante e citotdxico dessas
formulagdes contendo substancias naturais deve ser investigado antes do uso em
humanos (RIBEIRO et al., 2015).

Biomateriais sdo definidos como materiais que podem ter interface com
sistemas biol6égicos em ordem para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir
qualquer tercido do corpo (WILLIAMS, 1987).

Todos os materiais destinados a aplicacao em seres humanos, estimulam
respostas teciduais, que envolvem lesdes, cicatrizacédo e respostas inflamatérias.
A avaliacdo histologica € o método mais utilizado para avaliar in vivo,
determinando as caracteristicas de desempenho e de seguranca ou de
biocompatibilidade dos biomateriais em desenvolvimento. Do ponto de vista
pratico, o objetivo da avaliacdo da compatibilidade de biomateriais in vivo é o de
determinar e prever se tais dispositivos funcionam como pretendido e nao
apresenta nenhum dano potencial ao paciente ou usuario por avaliagbes em
condicées que simulam o uso clinico (AAMI, 1997; ANDERSON, 2001). Vale
ressaltar que fatores locais e sistémicos podem desempenhar um papel na
resposta de cicatrizagédo de feridas a biomateriais (ANDERSON, 2001).

Grandes esforcos tém sido feitos por agéncias governamentais, para testar
os procedimentos, protocolos, orientacdes e padrdes que podem ser utilizados na
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avaliacao in vivo utilizando por base os padrbes estabelecidos pela International
Standard Organization (ISO), ISO numero 10.993 (AAMI, 1997; CHAPEKAR,
1996; LANGONE, 1998; FDA, 1995; ISO, 1993; ASTM, 1999).

Os testes in vivo com animais para avaliagdo da biocompatibilidade de um
novo biomaterial sdo escolhidos para simular uso clinico. Tais testes avaliam as
respostas do tecido, bem como fornecem informacdo adicional de reagdes
bioldégicas adversas de componentes quimicos desconhecidos. Tais reagdes
observadas nesta fase de desenvolvimento exigem mais esfor¢os para melhorar
a biocompatibilidade do biomaterial e para identificar os agentes responsaveis. O
teste de irritacdo dérmica trata da exposi¢do ou contato com quantidades ainda
pequenas de potenciais agentes irritantes que podem resultar em reacgdes
alérgicas ou sensibilizagéo (ISO, 1993).

A aplicacao clinica de um biomaterial ndo deve causar qualquer reacao
adversa no organismo, porém, algumas substancias quimicas podem causar
irritacdo da pele e das mucosas, irritagdo ocular e sensibilizagdo de contato
retardada, portanto, os testes de biocompatibilidade sao imprecindiveis para
avaliar possiveis riscos de contato (ROGERO et al., 2003).

1. 8 Controle de qualidade de formulacoes para uso topico

Durante o desenvolvimento de uma formulacao para uso tépico, deve haver
um controle da qualidade de produtos, previstos nas boas praticas de fabricagéo,
que devem garantir que o produto cumpra as especificagcbes determinadas aos
limites aceitaveis para microorganismos antes de ser comercializado e utilizado
pelo consumidor (DE MORAES SOARES, 2015; BRASIL, 2010). E importante
destacar que as matérias-primas oriundas de plantas podem estar contaminadas
por fatores ambientais como temperatura, praticas de manuseio e condi¢des de
armazenamento podendo comprometer sua qualidade e eficacia (DE FREITAS;
BAUAB., 2012; KNEIFEL et al., 2002). Portanto, o controle de qualidade em
amostras nao estéreis deve comecar antes do processo de formulagcao, continuar
durante o processamento da matéria-prima até o armazenamento do produto.
Além das condigbes assépticas, € importante monitorar algumas caracteristicas
fisicas das amostras como aspecto visual, pH e niveis de contaminacao
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microbiolégico para aumentar a seguranca do produto (ABBA., 2009;
RATAJCZAK et al., 2015).

De acordo com Bazzo et al. (2006), o controle de qualidade microbioldgico
de hidrogéis deve ser realizado principalmente em formulagcées cujo veiculos e
principios ativos constituam um ambiente ideal para o crescimento de
microorganismos, desde que eles possam encontrar nas formulagées uma fonte
de carboidratos, proteinas, aminoacidos, agua, entre outros (SMART;
SPOONER., 1972).

A presenca de contaminantes em produtos farmacéuticos ndo estéreis,
pode reduzir ou inativar a atividade terapéutica do produto e tem o poder de afetar
potencialmente os pacientes, assim, grandes esforcos sdo necessarios para
garantir a qualidade constante e adequada em produtos originarios de fontes
biol6gicas (DE FREITAS; BAUAB, 2012).

Uma das etapas prirmordiais no controle de qualidade é realizar estudo da
estabilidade das formulacdes. O estudo da estabilidade consiste de uma série de
testes para obter a garantia de estabilidade do produto embalado e armazenado
na condicao estabelecida dentro do periodo de tempo determinado no qual o
produto ainda satisfaz as suas especificacbes estabelecidas. Quando o produto
nao é suficiente estavel, observa-se alteragcées nas caracteristicas fisicas como a
separacao de fases e quimicas como a mudanca de pH, cor e odor (KUMAR,;
RAJAN; CHETTY et al, 2011).

Desta forma, se faz necessario realizar teste de qualidade e avaliagdo da
segurangca com qualquer formulagdo para aplicacdo dérmica, antes de sua
comercializacao evitando possiveis efeitos adversos, garantindo a eficacia do
produto e seu uso seguro (RATAJCZAK et al., 2015 ; KUMAR et al, 2011 ;
ROGERO et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Feridas cutdneas sdao um dos graves problemas de saude publica da
atualidade e os tratamentos nem sempre produzem os resultados esperados. Em
todo o mundo, pesquisas s&o conduzidas para identificar novos agentes capazes
de promover o0 processo de reparacao de feridas, ndo toxicos, a partir de plantas
medicinais. As plantas sao fontes potenciais de medicamentos para a industria
biomédica ou farmacéutica, uma vez que a producao de drogas sintéticas incluem
custo mais elevado, e sua utilizacdo esta associada ha varios efeitos secundarios
havendo a necessidade de buscar-se farmacos alternativos.

No Brasil, cerca de 71 plantas estdo incluidas na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), pelo Ministério da Saude. As
espécies apresentam potencialidades medicinais e sdo estudadas quanto as suas
propriedades farmacoldgicas, das quais cerca de 18 espécies sao indicadas na
medicina popular para o tratamento de feridas (SCHEFFER et al. 1999; SILVA,
2006).

Um dos objetivos do RENISUS é reconhecer o uso de espécies vegetais
utilizadas tradicionalmente em diferentes regides do pais, além de orientar
estudos e pesquisas que possam subsidiar o desenvolvimento e a inovagao na
area de plantas medicinais. Desta forma, faz-se necessario a identificagdo e
estudos de plantas que possuam comprovada acdo farmacolégica e(ou)
substancias biologicamente ativas (SCHEFFER et al., 1999).

Calotropis procera € uma planta encontrada em regides tropicais e
subtropicais do pais e é amplamente distribuida na cidade de Fortaleza e Regiao
Metropolitana do Estado do Ceara. Produz em quantidade significativa um liquido
de aspecto leitoso denominado latex, o qual exsuda quando esta sofre algum tipo
de injuria. A planta C. procera € conhecida na medicina tradicional por sua
importancia farmacolégica durante séculos e vem sendo utilizada em vérias
enfermidades dérmicas, porém, ainda nao é reconhecida pelo ministério da saude

e nem esta incluida na lista de plantas do RENISUS como agente cicatrizante.

Evidéncias cientificas correlacionam as propriedades cicatrizantes de
plantas laticiferas a agdo de proteinas com atividade proteolitica, como as
proteases. Estas moléculas também séao liberadas endogenamente funcionando
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como biomarcadores de feridas agudas e crénicas (IUONUT et al., 2011). Papaina
€ um exemplo de protease de origem vegetal, que ja vem sendo utilizada como
agente debridante de tecidos, diluidas em agua. Sua aplicagao no tratamento de
feridas crbénicas requer cuidados pois ha riscos durante a manipulacéo,
necessitando de um excipiente mais adequado (MONETTA, 1987). Estudos com
outras plantas laticiferas foram desenvolvidos no Brasil incorporando fragcées de
proteinas do latex de H. Brasiliense em biomembrana sintética indicada como
alternativa para o tratamento de feridas cronicas (FRADE et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente a a¢ao cicatrizante de
proteinas sollveis do latex de C. procera, em modelo de feridas incisionais e
excisionais quando incorporadas em uma biomembrana de alcool polivinil
(FIGUEIREDO et al., 2014; RAMOS et al. 2016). Os mecanismos subjacentes

envolveram modulagao da liberacao de citocinas pré-inflamatorias.

Ressalta-se que Ramos et al., (2013) realizou o fracionamento dessas
proteinas sollveis do latex de C. procera levando ao estabelecimento de um
protocolo de purificacdo de proteases obtendo-se a fragdo denominada CpPll de
C. Procera, a partir da qual foram isoladas 3 diferentes tipos de proteases
cisteinicas (RAMOS, 2013). Portanto, a fracdo CpPlII, rica em proteases, foi
escolhida para ser testada, quanto ao potencial cicatrizante, no presente trabalho.

Destaca-se que o estudo das proteinas do latex pode ser uma ferramenta
promissora na pesquisa de novos medicamentos de origem natural para a
cicatrizagdo de feridas. Uma vez que C. procera € uma planta nativa e produz
latex em quantidade significativa pode contribuir como fonte natural de moléculas
bioativas para aplicagdes biotecnolégicas. No entanto, ndo existe estudo de
cicatrizagao in vivo avaliando a eficacia de fragdes ricas em proteases oriundas
de proteinas soluveis totais de C. procera quando associadas a um veiculo natural
na forma de hidrogel a base de hemiceluloses vegetais especificamente,
galactomananas, extraidas de C. pucherrima.

Considerando a hipdétese de que as proteases presente na fracao CpPll do
latex de C. procera estimulam a cicatrizagdo, o presente trabalho testou o efeito
cicatrizante de um hidrogel de hemiceluloses vegetais, como excipiente,
associado a fragao de proteinas CpPlIl, extraidas do latex de Calotropis procera,

em modelo de feridas experimentais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um hidrogel cicatrizante
baseado em hemiceluloses vegetais e proteinas laticiferas de Calotropis procera

e avaliar seu efeito em modelo experimental de cicatrizagdo de feridas.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho consistem em :

1. Elaborar hidrogéis a base de hemiceluloses contendo a fracao CpPII
de proteinas laticiferas de C. procera;

2. Realizar a caracterizagcdo microbioldégica e fisico-quimica
(estabilidade) dos hidrogéis;

3. Investigar o efeito dos hidrogéis em diferentes modelos de irritacao
dermal e determinar o indice de irritacao primaria ao desafio na pele integra e
escarificada.

4. Avaliar o efeito dos hidrogéis em diferentes concentracdes de
proteinas laticiferas (CpPll) na cicatriza¢ao de feridas;

5. Avaliar o efeito das proteinas laticiferas livre de hemiceluloses ou
com a atividade proteolitica inibida na cicatrizagao de feridas;

6. Avaliar a possivel acdo do tratamento tépico com hidrogéis na
modulagdo de mediadores inflamatérios e marcador oxidativo durante a

resposta cicatricial;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes, materiais vegetais, bem como os animais utilizados

neste trabalho estio descritos abaixo.
4.1.1. Reagentes

Cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®- Vetbrands). Cloridrato de
ketamina 10% (Dopalen®- Vetbrands). Sabonete liquido anti-séptico (LM farma).
Alcool etilico 70%. lodopovidona 10% (Biotrat). Solucdo salina, cloreto de sédio
estéril a 0,9% (Pharmace — Ceara). Brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB, Sigma,
Sao Paulo). lodoacetamida (Armesham Bioscience, USA). Purilon® gel
(Mcsurgical).

Os demais reagentes foram de grau analitico foram obtidos de
diferentes fornecedores.

4.1.2 Materiais vegetais

Para realizacao deste estudo, foi utilizado o latex da planta Calotropis
procera (Ait) R. Br., pertencente a sub-familia Asclepiadaceae, familia
Apocynaceae e amplamente distribuida na cidade de Fortaleza e Regiao
Metropolitana do Estado do Ceara, Brasil. C. Procera foi identificada e depositada
no Herbario Prisco Bezerra — EAC (Escola de Agronomia do Ceara) que integra a
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o nimero 32663.

As sementes de Caesalpinia pulcherrima (Fabaceae) também foram
utilizadas. As mesmas foram coletadas no estado do Ceara-Brasil, identificadas e
registradas no Herbario Prisco Bezerra - EAC (UFC) sob o nimero 56367.
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4.1.3 Animais

Camundongos Swiss machos adultos, com 12 semanas de idade e
pesando 25 + 3,0 g, foram obtidos do Biotério da Universidade Federal do Cear4,
Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas individuais em condicdes
experimentais padréo (12/12 ciclos luz/escuro, temperatura de 25 °C e humidade
55 £ 10%) e alimentados com dieta comercial esterilizada e agua ad libitum. Antes
de manusear os animais, os procedimentos experimentais foram avaliados pelo
comité institucional para uso e cuidado dos animais, seguindo-se de aprovacao
sob 0 numero 64/2014.

4.2 Métodos

O latex de C. procera foi coletado quinzenalmente de plantas sadias
gue crescem espontaneamente a beira de estradas da zona urbana de Fortaleza,
seguindo uma estratégia descrita por Ramos et al. (2010).

A coleta do material vegetal foi realizada em tubos de plastico Falcon
(Figura 7), no periodo da manha, entre 7 e 8h, apds a quebra do apice caulinar da
planta e exsudagéo do latex sobre um volume de agua destilada para finalizar uma
razdo de 1:1 (viv). As proteinas soluveis do latex (PL), retendo a atividade
imunomoduladora, foram obtidas apds o processamento do latex bruto de acordo
com protocolo reportado previamente (ALENCAR et al., 2006).

A fragcdo de proteina livre foi denominada CpPL, o que significa
proteinas de latex de Calotropis procera. Esta preparacdo foi ainda
cromatografada em CM-Sepharose (pH 5,0) de acordo com o protocolo descrito
em (RAMOS et al., 2009a). As fragbes de proteina resultantes (CpPL-Pl, CpPL-
Pll e CpPL-PIIl) foram recuperadas, dialisadas e liofilizadas (Figura 8). CpPL-PII,
onde se encontra quase toda a atividade proteolitica de CpPL, foi testada em
experimentos adicionais sendo indentificada ao longo dos estudos como fragao
CpPIl, para fins didaticos.

Quando necessario para controle, CpPll foi tratada com iodoacetamida
20 mM (lAA) para inibir irreversivelmente a sua atividade proteolitica enddgena
(RAMOS et al., 2013).
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Figura 7. Fluxograma de obtencéo das proteinas soluveis do latex de Calotropis

procera.

Calotropis procera
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Figura 8. Fluxograma de obtencao da fracao CpPll do latex de Calotropis procera.
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Fonte : elaborada pelo préprio autor.
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A extracao de hemiceluloses vegetais (Figura 9) foi realizada conforme
descrito por Cerqueira et al. (2009). As sementes foram moidas e o endosperma
separado do cotilédone e da casca. Em seguida, o endosperma foi imerso numa
solucdo a 96% de etanol em ebulicdo, durante 10 minutos para desativar as
enzimas (EGOROV; MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2004). Apés lavagem
com agua destilada, os endospermas foram suspensos em agua (m:v, 1:5) e
mantidos a 7 °C durante, aproximadamente, 12 h. As suspensdes foram entdo
adicionadas a 10 volumes de agua e misturadas num liquidificador.

A solugao viscosa obtida foram adicionados dois volumes de etanol a
96% e a galactomanana precipitada foi imersa em acetona numa proporgéao de
1:5 (m:v, precipitado:acetona) durante 15 min, seguido por secagem com fluxo de
ar. O pé obtido foi entdo suspenso em agua 1:100 (m:v) e o processo de
precipitacao repetido. Finalmente, o biopolimero foi moido e passado através de
uma malha de 0,125 mm.

Figura 9. Extracao de hemiceluloses vegetais (galactomanana) de sementes de
Caesalpinea pulcherrima.

Caesalpinea pulcherrima
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Armazenamento a

Precipitacao/Etanol 25°C

Fonte : elaborada pelo proprio autor.
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4.3 Preparacao do hidrogel

Para a preparacdo do hidrogel, CpPll e CpPII-IAA (inibida por
iodoacetamida) foram utilizadas em diferentes proporcées massa/volume,
obtendo-se as formulacdes testadas neste trabalho (Figura 10).

O gel de galactomanana foi utilizado como veiculo para liberar a
substancia ativa testada. O conservante Brometo de Cetiltrimetilamina (CTAB) a
0,1% (m/v) e agua Milli-Q qg.s.p. foram adicionados as solucdes de galactomanana
1,5% (m/v). A mistura foi homogeneizada num agitador Turratec Tecnal TE-102 a
20500 rpm durante 1 minuto e centrifugada a 4 °C, 10000 g durante o periodo de
15 minutos.

Ap6s homogeneizacdo e obtencdo do gel de galactomanana,
adicionou-se lentamente a fracdo de proteinas do latex CpPIl. Os hidrogéis
permaneceram sob agitacdo por cerca de duas horas. O produto, obtido pela
mistura de solu¢des aquosas de proteinas do latex e do polimero natural baseado
em hemiceluloses de plantas, foi denominado HgCpPIl e HgCpPII-IAA.

ApGs 24 horas de preparo, todos as amostras testadas nos ensaios in
vivo foram submetidos a determinacado de sua atividade proteolitica conforme
Freitas et al., (2007).

Esses hidrogéis foram preparados para atingir a concentragao final de
proteinas laticiferas em 0,2 e 0,5%, e utilizados em todos os experimentos do
presente trabalho.
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Figura 10. Fluxograma de elaboracao dos Hidrogéis (HgCpPIl) contendo a fragéo

CpPII de proteinas do latex de Calotropis procera.

*A- Calotropis procera: *B- Caesalpinea pulcherrima:
*Proteinas Laticiferas *Hemiceluloses vegetais

Fracao CpPlII

Galactomananas
1,5% (m/v)

0,2%o0u 0,5%

(m/v) Hidrogel

CpPII

lodoacetamida

l (IAA)

| Hemi | HgCpPIl HgCpPII-HAA

(A) nas concentracgoes de 0,2 e 0,5% [m/v] em gel de galactomanas extraidas das sementes de
Caesalpinea pulcherrima (B). Hidrogéis com atividade proteolitica inibida (HgCpPII-1IAA) foram
elaborados da mesma forma porém em uma Unica concentragdo (0,2% m/v). A formulagéo
contendo somente a galactomana foi denominada de Hemi e foi utilizada como veiculo para CpPII.

Fonte : elaborada pelo proprio autor.
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4.4 Caracterizacao microbioldgica e fisico-quimica dos hidrogéis

Foram utilizadas analises microbiolégica e fisico-quimica para
caracterizacao dos hidrogéis. A analise da fisico-quimica permitiu o estudo da
estabilidade das amostras. A analise microbioldgica foi realizada a fim de verificar

a possibilidade de contaminag&o na elaboragao e/ou envase da amostra.
4.4.1. Analises microbiologicas

A avaliacdo da qualidade microbiologica (FIGURA 11) foi realizada no
Laboratorio de Controle de Qualidade Microbioldégico da Universidade de
Fortaleza. Imediatamente apds manipulacdo seguida de envase em tubos
plasticos éstereis de 1,5 mL, amostras de hidrogéis foram analisados através do
método pour plate para contagem de microorganismos viaveis de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).

Os resultados foram dispostos como Unidade Formadora de Col6nia
(ufc/g) de acordo com o numero de microorganismos viaveis (NMV) calculados a
partir da média aritmética de cada diluicdo multiplicada pelo numero de colonias

da placa dividido por 3.

figura 11. Analise da qualidade microbiolégica dos hidrogéis.

I
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(A) Amostras manipuladas e envasadas imediatamente apds o preparo foram analisadas quanto
a presenga de contaminacao por fungos ou bactérias. (B) O método pour plate foi utilizado para
contagem de microorganismos viaveis.
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4.4.2 Avaliacao da estabilidade

As amostras de hidrogéis foram avaliadas no tocante a estabilidade
através de medidas do pH, da analise macroscépica (cor, odor e aspecto) e da
atividade proteolitica.

As amostras foram avaliadas apds 24 h, tempo de manipulagéo (tempo
zero), e apos armazenamento, sob diferentes condigbes de temperatura, ao longo
de 1 ano ap6s envase (BRASIL, 2004). Uma gota de cada amostra de hidrogel
era aplicada sobre uma tira de papel reveladora de pH, na faixade 0-14 (Merck®),
apos 24h de manipulacao. O pH das amostras de hidrogel, era determinado com
base na coloracédo resultante da fita, comparada com uma fita padrao indicadora
de pH fornecida pelo fabricante. O pH das amostras e a andlise macroscépica das
formulagdes também foram acompanhados ao cabo de 30, 60, 90, 180 e 365 dias
pos-preparo sob armazenamento a 4 °C.

A atividade proteolitica de CpPIl foi utilizada como parametro para
estimar a estabilidade do ativo CpPIl na formulacao. A atividade proteolitica total
do hidrogel foi determinada tendo azocaseina como substrato, a pH 5,0 e 6,0, e
estimada com base nas leituras espectrofotométricas (420nm) de acordo com
FREITAS et al., (2007). A atividade proteolitica retida nas amostras de hidrogel
armazenadas durante 7, 14, 21, 30, 90, 180, 365 dias p6s-preparo era avaliada
ao longo do tempo. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade
de enzima capaz de aumentar a absorbéancia de 0,01 medida em 420 nm. A
quantidade de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Bradford
(1976).

As medidas de atividade proteolitica foram expressas como UA/ ug de
proteina correspondendo a médias * erro padrdo da média (S.E.M.) de triplicatas
de ensaios independentes.
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4.5 Modelo de irritacao dermal

Testes de irritacdo cutanea foram conduzidos para verificar a

seguranca da aplicacao topica dos hidrogéis.

4.5.1 Pré-preparo dos animais para o teste de irritabilidade dérmica

Testes de irritacao da pele foram realizados com algumas modificacoes
(JIA; ZHAO; JIA, 2008). Os animais foram submetidos a tricotomia 24 horas antes
da aplicacdo dos hidrogéis e apds deixados sob observagcédo durante 24 h para
examinar se havia quaisquer respostas anormais da pele. Os animais raspados
foram distribuidos aleatoriamente em grupos (n = 6 / grupo), que receberam
apenas hidrogel com proteinas laticiferas (grupo HgCpPII 0,2%) e que receberam
veiculo contendo apenas hemiceluloses (grupo Hemi) aplicado topicamente na
area nude da pele de cerca de 1 cm?2,

4.5.2 Teste de irritacao dose unica e multipla em pele integra e escarificada

Trés diferentes tipos de teste de irritacdo cutanea foram aplicados no
estudo da irritabilidade dermal: teste em dose Unica na pele intacta; teste de
irritacdo em doses multiplas em pele integra e teste de irritacdo com doses
multiplas na pele escarificada.

O teste em dose Unica na pele intacta foi utilizado para avaliar a reacéo
cutdnea aguda apos aplicacdo de hidrogel (durante as 6 horas). Os testes de
irritacdo em doses multiplas em pele integra e em doses multiplas na pele
escarificada, foram realizados em animais que foram tratados com HgCpPIl 0,2%,

uma vez por dia, durante sete dias consecutivos.

A abrasao de pele de camundongos foi feita usando uma lamina de
bisturi até a presenca do fluido tissular tecido notavel, mas ndo sangue. Os
animais foram tratados com hidrogéis numa dose (50 uL). O grupo de controle
(Sham) foi realizado na area da derme do animal que ndo foi submetido a
aplicacao de qualquer formulacéao.
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4.5.3 Avaliacao e classificacdo das reacoes cutaneas

As reacoes irritativas ao desafio cutaneo, foram registradas durante 7
dias consecutivos ap6s observacdes macroscopicas dos sinais da inflamacao e
espessura da pele a qual foi medida antes e 24h apdés a aplicagdo dos
tratamentos, utilizando um micrémetro (Mitutoyo Serie 293). Edema (Ed) e
hiperemia (Hi) observados ap6s aplicacdo das amostras, foram graduados
conforme escala de Draize et al. (1944), obtendo-se os Escores Totais de Irritacdo
Dermal para edema e para hiperemia (DUTOK et al, 2015). O método de
pontuacao para a irritacdo da pele seguiu a seguinte classificacao: 1-ausente; 2-
leve; 3-moderado; 4-intenso (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944). Os
resultados foram expressos como média das leituras de edema e hiperemia nas
24 e 72 horas apoés aplicagdo das amostras. De acordo com o resultado obtido
nos escores de irritacdo dermal, foi possivel determinar o indice de Irritagdo
Primaria (IPP) da amostra classificada como n&o irritante (0 — 0.9), levemente
irritante (1 — 1.9), moderadamente irritante (2 — 4.9) e severamente irritante (5 —
8) (OECD, 2000). Este ensaio esta representado no protocolo experimental |
(Figura 12).

Figura 12. Protocolo experimental I: Modelo de irritabilidade dermal.

| Modelo de Irritabilidade dermal (n=6) |

(Jiaet al., 2008)
¢ I
Grupo 1 Grupo 2
Sham Hemi

| Tricotomia/ observacao por 24 h/ tratamento (area depilada de 1 cm?)/ 50uL

¥ ¥ v

Teste de Unicadose em Teste com multiplasdoses Teste com multiplasdoses em
peleintegra (1 — 6 horas) em peleintegra (1 —7 dias) pele escarificada (1 — 7 dias)
Medida da espessura da pele (um) e graduagoes de Edema (Ed) / Eritema (Er)
*

Leituras dos escores de Ed + Er em 24 e 72-horas (Draize, 1944)

Calculo dos escores deiritabilidade => Indice de Irritagao Primaria (lIP) { Irvitante
Dermal {Dutok et al., 2015) (OECD. 2000} Nio irritante
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4.6 Ensaios de cicatrizacao: modelo de ferida excisional

Para testar a hipétese de que a fragdo de proteinas CpPII do latex de
C. procera, como ativo em formulacdo de hidrogel baseado em hemiceluloses,
estimula a cicatrizagdo em modelo experimental, utilizou-se 0 0 modelo de ferida
excisional em camundongos.

Neste modelo, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos de 15 animais cada, como se segue: (i) animais submetidos apenas a um
procedimento cirdrgico que ndo recebeu qualquer tratamento (Sham); (i) animais
que receberam hidrogel de galactomanana sem proteinas laticificas (veiculo); (iii)
animais tratados com hidrogel a 0,2% (m/v) de proteinas laticiferas (HgCpPII
0,2%) e (iv) animais tratados com hidrogel a 0,5% (m/v) de proteinas laticiferas
(HgCpPIl 0,5%). Este ensaio esta representado no protocolo experimental Il
(Figura 13).

Figura 13. Protocolo experimental II: Modelo de ferida excisional A

n Il Modelo de ferida excisional (n=15)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4
Sham Hemi HgCpPI10,2% HgCpPII0,5%

Tricotomia, anestesia e cirurgia (punch 1cm?)
¢ (Figueiredo etal., 2014)

Aplicagéo tépica uma vez ao dia/100uL/14 dias

v

Avaliagao da cicatrizagao de feridas

v

Macroscopica/ Microscopica/ Mediadores da inflamagao/estresse oxidativo

(0,2,7.10, 12, 14) (2,7.14) (2,7) Dias
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Subsequentemente, para testar a hipétese das proteinas laticiferas
CpPIl serem independentemente ativas para promover a cicatrizagdo mesmo
quando livres de hemiceluloses ou quando sua atividade proteolitica é inibida, um
experimento adicional em condigdes semelhantes foi desenvolvido. Foram
incluidos os grupos com hidrogel HgCpPII-IAA 0,2%; animais tratados com fracao
CpPIl 0,2% dissolvidos em agua (WCpPIl 0,2%) e um hidrogel comercial (Purilon®
Gel, MCsurgical) introduzido como grupo de controle positivo. Os grupos Sham,
Hemi e HgCpPIl 0,2% foram utilizados novamente neste experimento. Este
ensaio esta representado no protocolo experimental Il (Figura 14).

Figura 14. Protocolo experimental Ill. Modelo de ferida excisional B

Modelo de ferida excisional (n=15)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Sham Purilon® Hemi WCpPI10,2% | | HgCpPI110.2% || HgCpPIIHAA 0.2%

Tricotomia, anestesia e cirurgia (punch 1cm?)
¥ (Figueiredo etal,, 2014)
Aplicagao topica uma vez ao dia/100uL/14 dias

v

Avaliacao da cicatrizagao de feridas

v

Analises macroscopicas e microscopicas )
(0.2.7. 12. 14) (14) (Dias)

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina 10% (115
mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg) antes do procedimento cirurgico
(HALL; CLARK, 1991). A pele da superficie dorsal foi raspada e preparada
adicionalmente para cirurgia asséptica utilizando iodopovidona 1% seguida de
etanol a 70%.
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Realizou-se uma Unica ferida, 1 cm? de espessura total, excisando a
pele, com um instrumento de bidpsia (punch) na regido dorsal de cada
camundongo (VASCONCELOS et al., 2015).

A aplicagédo tépica de hidrogéis (100 uL) foi realizada no leito da ferida,
uma vez por dia durante 14 dias. Todos os grupos foram transportados na
respectiva gaiola durante 14 dias consecutivos a partir do dia 0.

As feridas excisionais ficaram expostas ao ambiente e foram

diariamente observadas e analisadas até o 14° dia pds-cirurgia.

4.6.1 Analises macroscopicas

As feridas excisionais foram avaliadas com 48 h apds a cirurgia em
termos de edema, hiperemia. O edema foi registrado quando se observou um
aspecto tumefeito no do leito e/ou bordas da lesdo e confirmado, quando
necessario, por meio de compressao digital com o polegar revestido por luva
estéril, onde estando o edema presente, forma-se uma depressao.

A presenga de hiperemia foi notificada quando se constatou um
aspecto avermelhado “rubor’. Esses sinais clinicos de inflamagdo foram
pontuados cegamente de forma semi-quantitativa, conforme sua intensidade, e de
acordo com os escores (0): ausente; (1): leve; (2): moderado e (3): intenso (Draize,
1944).

As éreas feridas de feridas excisionais foram medidas utilizando um
paquimetro digital e foram calculadas da seguinte forma: A= x R xr, onde A, R
e r sdo area, raio maior e raio menor, respectivamente (PRATA et al., 1988).

A partir da obtencdo da area da ferida nao cicatrizada foi possivel
calcular o percentual de reducao da lesdo considerando como padrao o dia zero,
de acordo com a seguinte féormula: % contracdo da ferida = [(area da lesao
realizada no procedimento cirdrgico — area da ferida nao cicatrizada avaliada no
dia escolhido) x 100] / area da lesao realizada no procedimento cirdrgico (KUMAR
et al., 2008).

Assim, a area e percentagem de contracao da ferida foram calculadas
e utilizadas para analise estatistica.
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A evolucéao da cicatrizacao das feridas também foi acompanhada pela
queda da crosta. A queda da crosta foi observada sempre que uma crosta nao
cobria as feridas (ROMANA-SOUZA et al., 2010).

Apoés o estudo macroscoépico, as feridas excisionais foram removidas
para estudo histolégico como descrito no tépico 4.6.2, e os animais foram

sacrificados em seguida com uma sobredosagem anesteésica.

4.6.2 Analises microscopicas

As anadlises microscépicas foram realizadas no intuito de verificar a
efetividade do tratamento tdpico do hidrogel CpPIl nas diferentes etapas do

processo cicatricial.

4.6.2.1 Andlise histologica e confeccao das laminas

Amostras das feridas excisionais de cada animal (n = 5) foram
coletadas no dia 2, 7 e 14 com a utilizagdo de um instrumento cirurgico (punch)
medindo 4 mm de diametro.

Durante este procedimento, teve-se o cuidado de remover parte do
fragmento de pele normal em volta da lesdo, abrangendo um centimetro além de
cada margem e aprofundando-se até o plano muscular. Ap6s resseccao das
feridas, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical.

As bidpsias das feridas, foram fixadas em formaldeido 10% dissolvido
em solucdo tamponada de PBS 0,01 M a pH 7,2, durante 24 horas e,
posteriormente submetidas a procedimentos histopatolégicos. Secgdes de 5
micrdmetros foram cortadas e coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) para
analise do infiltrado inflamatério, fibroblastos e estimar o progresso da re-
epitelizacao.

Colageno e mastdcitos degranulados foram avaliados no 142 dia ap6s
a indugao cirargica da lesdo, em laminas histolégicas coradas respectivamente
com tricrémico de Masson e azul de toluidina.

O mesmo investigador avaliou cegamente todos os dados histoldgicos
das secoes.
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4.6.2.2 Obtencao e analise das fotomicrografias

As fotomicrografias de laminas histolégicas representativas das feridas
excisionais para avaliacao de fibroplasia, colagénese, re-epitelizacéo e espessura
da derme foram obtidas pelo microscépio éptico Zeiss acoplado a uma camera
digital de alta resolugao (AxioCam Icc 3). As imagens capturadas foram salvas
em formato TIF pelo software Axio Vision (versédo 4.8.2, SP1/2011), padronizando
a luminosidade, objetiva e a altura do condensador (NOURSADEGHI et al., 2008)
e analisados posteriormente utilizando o software ImageJ® versao 1.4.3.67 (U.S.
National Institutes of Health, USA).

4.6.2.3 Avaliacao de Edema e infiltrado de leucdcitos

Edema e infiltrado de leucécitos foram avaliados semi-
quantitativamente, em laminas histolégicas coradas com H&E provenientes de
biépsias de feridas (n = 5/grupo) coletadas no 2° dia ap6s a inducao cirtrgica da
lesdo. As regides da derme com maior densidade de células foram graduadas
(TABELA 2), de acordo com o sistema de pontuagédo histolégica proposto por
VASCONCELQOS et al.(2015) e expressas como intervalo de escores para
infiltrado inflamatério, com distingdo de polimorfonucleares e mononucleares
(AKKOL et al., 2009).

Tabela 2. Escores para avaliagdo semi-quantitativa de parametros relacionados a
cicatrizacdo de feridas a nivel histoldgico.

Parametros Ausente (-) Leve (+) Moderado (++) Intenso (+++)
Edema* 0 <50 50 >50
PMN** 0 1-5 6-10 11-20
MNC** 0 1-5 6-10 11-20

PF** 0 10-15 16-25 >26
NV#** 0 <5 6-10 >10

*Percentagem/campo/secao ; **Células/campo/secao ; ***Capilares/campo/segcdao. PMN :
células polimorfonucleares; MNC : células mononucleares ; PF: proliferacdo de
fibroblastos ; NV : neovascularizagdo. Fonte: (VASCONCELQOS et al., 2015).



59

4.6.2.4 Avaliacao de Fibroplasia

A quantificagé@o dos fibroblastos foi realizada a partir de 8 fotomicrografias,
adquiridas no aumento de 400x, de laminas de biépsias de feridas coletadas no
142 dia apés a cirurgia. As imagens foram capturadas de 4 regides na derme
papilar (superior) e 4 regides na derme reticular (inferior) no leito de cada ferida
(n=5/grupo).

A quantificacdo das células foi realizada pelo programa /ImageJ® versao
1.46 utilizando o plugin “Cell counter’, do software ImageJ®. Os resultados foram
expressos como a media + EPM do numero de fibroblastos de cada ferida
(ANDRADE et al., 2011).

4.6.2.5 Avaliacao da colagénese

A quantificacdo do colageno foi realizada a partir de 6 fotomicrografias,
adquiridas no aumento de 400x, de laminas de biépsias de feridas coletadas no
142 dia ap0s a cirurgia. As imagens foram capturadas abrangendo 3 regides da
derme superior e 3 da derme inferior de cada lesao (n=5/grupo).

Cada fotomicrografia foi desmembrada em 15 imagens (372x272
pixels) e, em seguida, analisadas pelo programa ImageJ® versao 1.46, utilizando
o plugin “Colour deconvolution” para a coloragao “Azan-Mallory’, onde somente a
coloragao azul foi mensurada pelo outro plugin “Threshold”, no qual permite a
obtencéo do resultado em porcentagem de colageno existente em cada imagem
equivalente ao numero total de pixels, sendo o resultado expresso pela média *
erro padrao da média (EPM) de cada ferida (ANDRADE et al., 2011).

4.6.2.6 Avaliacao de mastocitos integros e degranulados

Para avaliar a participacdo dos mastdcitos durante o processo
cicatricial, foram selecionadas laminas histol6gicas representativas das feridas
excisionais nos dias (2, 7 e 14) ap6s a indugéo da leséo.

Com o auxilio de um microscopio 6ptico (aumento de 400x), 15 campos
por ferida foram selecionados aleatoriamente, dispostos a partir das bordas da
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lesdo para diferenciagcdo de mastdcito integro (I) e degranulado (D), cuja soma
representa o numero total de mastocitos.

A contagem permitiu quantificar mastoécitos integros e degranulados por
campo (n=5/dia/grupo). A percentagem de mastdcitos degranulados foi estimada
utilizando a seguinte formula: percentagem de mastécitos degranulados (%) =
(numero de mastocitos degranulados / numero de mastécitos totais) x 100
(MATSUMURA, 2007).

4.6.2.7 Avaliacao da re-epitelizacao

A re-epitelizacdo dos tecidos foi avaliada por microscopia éptica com
um aumento de 100x em seccdes de feridas coletadas 14 dias ap6s a cirurgia.
Todas as secgdes histologicas foram graduadas e avaliadas semi-
quantitativamente (TABELA 2), e expressas como intervalo de escores em
parametros relacionados a cicatrizagao de feridas (VASCONCELOS et al., 2015;
AKKOL et al., 2009).

Para andlise da espessura da epiderme recém formada foram obtidas
fotomicrografias de laminas coradas pelo método de H&E (aumento de 400x) e
analisadas pelo software ImageJ®.

Ao longo do novo epitélio, a espessura foi obtida por 20 medidas da
camada basal a granular, excetuando-se o extrato cérneo (queratina) no 14° dia
(BARANOWSKY et al., 2010). Os resultados foram expressos pela média * erro

padrao da média (EPM) de espessura do novo epitélio (um).

4.7 Avaliacao dos mediadores-alvos da resposta cicatricial

Os mediadores (MPO, NO, citocinas IL-18 e IL-6 e MDA) envolvidos na
fase inflamatéria e proliferativa da cicatrizacdo foram investigados por meio de
técnicas bioquimicas e imunoenzimaticas, descritas a seguir, apds a aplicacao
tépica de hidrogéis Hemi e HgCpPIl 0,2% no modelo experimental de cicatrizacao.
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4.7.1 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Amostras de feridas excisionais coletadas no dia 2 pds-cirurgia
(n=5/grupo) foram utilizadas para determinacdo de atividade da enzima
mieloperoxidase (MPQO) de acordo com metodologia descrita (SOUZA et al.,
2001). Esta enzima esta presente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos sendo
indicativa de infiltragdo de polimorfonucleares durante a fase inflamatoria da
cicatrizagao.

Os tecidos coletados foram incubados em solucdo de HTAB 0,5%
(Brometo de hexadeciltrimetilamonio) na propor¢céo de 50 mg de tecido por mL,
homogeneizados em POLITRON® e centrifugados (1500 g/15 min a 4°C).

O sobrenadante obtido foi transferido para um eppendorf e submetido
ao choque térmico no pellet de células em trés etapas de congelamento e
descongelamento (- 20°C; 10 minutos cada). O sobrenadante foi novamente
centrifugado (1500 x g; 15 min a 4°C) para melhor remoc¢ao de contaminantes.

Em seguida, as amostras foram plaqueadas (duplicatas de 7uL em
placas de 96 pogos) e adicionado 200 L da solugao de leitura (5 mg O-dianisidine;
15 pL H202 1%; 3 mL tampéo fosfato; 27 mL H20).

A leitura da reacéao foi obtida em comprimento de onda 450 nm (no
tempo zero e novamente apdés 1 minuto) em leitor de ELISA. A mudanca na
absorbancia foi plotada em uma curva padrao de neutréfilos, expressa como
neutrofilos/mg de tecido.

Os valores obtidos foram expressos como unidade de atividade da
enzima mieloperoxidase por miligrama de tecido (UA MPO/mg de tecido) e
interpretada como infiltragdo de neutréfilos no tecido.

4.7.2 Determinacao dos niveis de nitrito

Amostras do tecido de feridas excisionais (n=5/grupo) provenientes
dos dias 2 e 7 ap6s a cirurgia foram utilizados para determinagdo do conteldo
total de nitrato/nitrito (NO3/NQOz2") pela reacdo de Griess como um indicador da
producéo de 6xido nitrico (CHEN et al., 2000).

Apls coletadas, as amostras foram pesadas, homogeneizadas com
auxilio de um POLITRON® em uma solugéo resfriada de cloreto de potassio (KCL)
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a 1,15% (homogenato a 10%) e centrifugadas (1500 x g; 15 minutos) para
obtencao do sobrenadante.

O sobrenadante do macerado foi plaqueado (placas de 96 pocos) em
duplicata (80 uL de cada amostra) e incubados em uma solugédo (0,04 mL de
nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e agua destilada) “overnight” para que o NOs~
das amostras fosse convertido em NOz-.

No dia subseqliente, uma curva-padrao de referéncia de NO2z~, a partir
de uma diluicdo seriada de uma solugdo de NaNO: foi preparada e plaqueada.
Foram adicionados 80 pL da solucdo de Griess (1% de sufanilamida em 1%
HsPO4/ 0,1% de N-1-nafitil-etilenodiamina dihidrocloreto/agua destilada/1:1:1:1)
em cada poco.

A coloracao purpura/magenta obtida pela reacao, foi medida em leitor
de ELISA com filtro de 540 nm (Green et al., 1982). Os valores obtidos para as
amostras experimentais foram foram expressos em uM de NO3/NO2’), usando
como referéncia a curva padréao de nitrito para a obtencéao dos valores (CHEN et
al., 2000).

4.7.3 Dosagem in situ de citocinas pro-inflamatdrias (IL-18 e IL-6)

Amostras dos tecidos de feridas excisionais (n=5/grupo) foram coletadas
no dia 2 apos a cirurgia, para dosagem de IL-1B e IL-6. Os tecidos coletados foram
homogeneizados individualmente em solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) pH 7,4, e processados como descrito por Safieh-Garabedian e
colaboradores (1997).

A deteccdo de IL-18 e TNF-a foi determinada no sobrenadante do
macerado da amostra por ELISA (CUNHA et al., 1986). Placas de 96 pogos foram
incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1 ou anti-IL-6 murino (4ug/mL ou
0,8ug/mL; kit da R&D systems- Cat. N® DY401).

Ap6s bloqueio das placas, as amostras e a curva padrao foram
adicionadas em duplicata em vérias diluicdes e incubadas por 24h a 4°C. As
placas foram entdo lavadas trés vezes com solucdo tampédo PBS/Tween-20
(0,05% SIGMA) e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1 ou
anti-IL-6 diluidos (1:1000 com BSA/Tween 1%).
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ApGs o periodo de incubagao a temperatura ambiente por 1h, as placas
foram lavadas e 50 pL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000 foram
adicionados. Decorridos 15 minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD,
50uL) foi adicionado e as placas incubadas na auséncia de luz a 37°C por 15 a
20min. A reacao enzimatica foi interrompida com H2SO4 (1M) e a densidade éptica
medida a 490nm em espectrofotdmetro para IL-1 e IL-6.

As concentragdes de citocinas contidas nas amostras foram calculadas
a partir de uma curva padrao com 11 pontos, obtida por diluicdo seriada, sendo
as concentracgdes iniciais de 4000 pg/mL para IL-13 e 1500 pg/mL para IL-6.

Os resultado relatados como média * erro padrdo da média (EPM),
foram expressos em picograma de citocinas/mL (pg/mL) de sobrenadante/mg de
tecido.

4.7.4 Determinacdo das substancias reativas ao dcido tiobarbiturico
(TBARS)

A peroxidacao lipidica do homogenato da pele foi quantificada pela
formacao de substancias reativas tiobarbituricas (TBARS) e determinadas por
método colorimétrico que consiste na reagéo dos aldeidos formados cujo principal
representante é o malondialdeido (MDA) com o acido tiobarbitlrico em meio acido
e sobre o aquecimento por 30 minutos a 100°C em banho-maria (FANEM -
Guarulhos, SP, Brasil).

ApGs a reacao é produzido um composto de coloracao amarela sendo
a amostra lida em espectrofotébmetro (UV-Vis Modelo Q98U Quimis - Diadema,
SP, Brasil) no comprimento de onda 532 nm (DRAPER; HADLEY, 1990).

Para quantificar o MDA ligado a macromoléculas, as amostras de
homogenato (n=5 — coletadas de feridas excisionais nos dias 2 e 7/ tratamento)
foram submetidas a hidrélise alcalina seguindo protocolo proposto por (CIGHETTI
et al., 1999) com as seguintes modificacdes: em tubo de ensaio 100 mg de pele
foram homogeneizadas com 1,0 mL de KCI 1,15% com o auxilio do
homogeneizador Omni (TH) Tissue Homogenizer (Kennesaw, GA EUA).

Em seguida foi adicionado 3 mL de agua pura (Milli-Q, Milipore —
Bedford, MA, EUA) e 0,5 mL de NaOH 2M. Apés agitacao em vortex (PHOENIX -
Araraquara, SP, Brasil), os tubos foram aquecidos a 60°C por 30 minutos em
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banho-maria e, entdo neutralizados com HCI 2M para seguirem a reacdo com o
acido tiobarbiturico.

Os resultados, relatados como média * erro padrdao da média (S.E.M.)
foram expressos como atividade de MDA (nM/mg de tecido). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

4.8 Analise estatistica

A significancia estatistica foi avaliada por ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni para comparag¢des multiplas da média ou Kruskal-Wallis para a
mediana. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa Graph-Pad
PRISM 4.0. e foram considerados significativos em p < 0,05. Os resultados foram

expressos em media + média de erro padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao microbioldgica e fisico-quimica (estabilidade) dos
hidrogéis

Os resultados da avaliagcdo microbioldégica e estudo fisico-quimico
caracterizaram os hidrogéis quanto a qualidade na elaboracéo e estabilidade aos

armazenamento e estao apresentados a seguir.

5.1.1 Avaliacao Microbiologica das formulacées de hidrogel

Formulacdes independentes de hidrogéis, apés manipulagdo e envase,
foram submetidas a avaliacdo microbiolégica para detectar eventuais
contaminacao através do método pour plate para contagem de microorganismos
viaveis (BRASIL., 2010). Os resultados das analises microbioldgicas estao
sumarizados na Tabela 3.

Neste estudo, 8 (oito) formulacdées de hidrogéis foram analisados, e
nenhuma das amostras excederam o limite de microorganismos vidveis para

bactérias e fungos, aceitos pela legislacéo para produtos n&o-estéreis.
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Tabela 3. Avaliagdo microbiolégica das formulac¢des de hidrogel.

Microorganismos viaveis (UFC/g)*

Formulacoes Bactérias Fungos
Hemi M <1 <1

Hemi E <1 <1
HgCpPIl 0,2% M 2x10° 3x10!
HgCpPll 0,2% E <1 <1
HgCpPIl 0,5 % M <1 <1
HgCpPIl 0,5% E 0 2x10°
HdIAA-CpPIl 0,2% M <1 <1
HdIAA-CpPIl 0,2% E <1 <1

Os resultados sao dispostos como Unidade Formadora de Col6nia (UFC/g) de acordo com o
namero de microorganismos viaveis. *Limites permitidos pela legislacdo: 103 UFC/g para bactérias
e até 102 UFC/g para fungos. Formulacoes: manipulada (M): envasada (E). Hemi (hidrogel de
hemiceluloses); HgCpPIl (hidrogel de proteinas laticiferas); HgCpPII-IAA (hidrogel de proteinas
laticiferas contendo iodoacetamida 20mM).

5.1.2 Avaliacao fisico-quimica

A avaliacao fisico-quimica e macroscépica das formulagdes iniciou-se
apos 24h de elaboragédo e durante 365 dias de armazenamento a 4 °C. Ambos
hidrogéis possuiam aspectos homogéneos com 24h de manipulados. Apos
elaboracdo, os hidrogéis contendo somente hemicelulose apresentaram
coloragao transparente enquanto que os hidrogéis contendo a fracao CpPlII
apresentaram uma cor levemente amarelada.
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5.1.2.1 Atividade proteolitica de proteinas laticiferas em hidrogel a pH 5.0 e
pH 6.0.

A atividade proteolitica (Figure 15), de proteinas laticiferas (extrato e
formulagdes em gel), foi medida em dois distintos pHs (5,0 e 6,0). As atividades
detectadas em pH 6,0 foram maiores quando comparadas com as atividades
medidas em pH 5,0. O hidrogel de hemicelulose também foi avaliado e nao
apresentou atividade proteolitica em ambas condi¢gdes testadas.

Figura 15 — Atividade proteolitica de hidrogéis em pH 5,0 e pH 6,0.
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Todos os testes para perda da atividade enzimdtica foram realizados em ftriplicata. Resultados
foram expressos como Unidade de atividade proteolitica (UAP/ug de proteina). 2p < 0.05 and °p
< 0.0001 indica diferenca estatistica entre diferentes pHs (Teste T student). Azocaseina foi usada
como substrato especifico. A atividade foi determinada em hidrogéis com 24h de preparo.
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5.1.2.2 Atividade proteolitica de hidrogel de proteinas laticifera de Calotropis

procera sobre diferentes temperaturas de armazenamento

A perda da atividade proteolitica de HgCpPIl 0,2% foi mesurada apos
7,14, 21 e 30 dias a diferentes temperaturas de armazenamento (4 °C e 25 °C) a
fim de investigar a condicdo de estabilidade do hidrogel (FIGURA 16).

Os resultados indicam que o hidrogel HgCpPIl 0,2% armazenado a
temperatura de 25°C apresentou maior perda de atividade proteolitica,
consequentemente menor estabilidade, apds 7, 21 e 30 dias quando comparado

ao armazenamento a 4 °C (p < 0,05).

Figura 16 - Atividade proteolitica em hidrogéis armazenados em diferentes

temperaturas por 30 dias.
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A atividade foi determinada em hidrogéis (mesmo lote) com 24 h de preparo. Todos os testes para
perda da atividade enzimatica foram realizados em ftriplicata. Resultados foram expressos como
Unidade de atividade proteolitica (UAP/ug de proteina). "2p < 0.05 and "®p < 0.001 indica diferenca
estatistica entre diferentes temperaturas (Teste T student). Azocaseina foi usada como substrato
especifico. A atividade foi determinada em hidrogéis com 24 h de preparo.
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5.1.2.3 Estabilidade dos hidrogéis ao armazenamento a 4° C por 365 dias

A fim de obter uma garantia de estabilidade do hidrogel de proteinas
laticiferas ao armazenamento durante um maior periodo de tempo, avaliou-se a
atividade proteolitica, pH e caracteristicas organolépticas apés 7, 14, 21, 30, 90,
180 e 365 dias de armazenamento a 4 °C (FIGURA 17).

No presente experimento, a perda da atividade proteolitica aumentou
significativamente apés 30, 90, 180 e 365 dias de armazenamento quando
comparada com os valores da atividade medida no hidrogel apds 24h de preparo.

Ao longo de 365 dias ndo houve alteragdo nos valores de pH, durante
armazenamento das amostras a 4 °C. As caracteristicas organolépticas de
coloragao, odor, aparéncia e consisténcia também permaneceram inalteradas

sem separacao de fases durante todo o tempo de armazenamento a 4 °C.

Figura 17 — Estabilidade a longo prazo do hidrogel (0,2%) armazenado a 4°C

estimado pela perda da atividade proteolitica.
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Testes para a perda da atividade enzimatica realizados em triplicata. 2p < 0,05, °p < 0,01 and °p
<0,001 indicam diferencga estatistica comparada com dia 7 (Teste T student). Os ensaios foram
realizados como citado em materiais e métodos.
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5.1.2.4 Atividade proteolitica das formulacoées testadas nos ensaios in vivo.

A figura 18 representa a atividade proteolitica (AP) das amostras
elaboradas e testadas nos ensaios in vivo. A atividade proteolitica foi determinada
usando Azocaseina como substrato em amostras apds 24 horas de preparo.

O resultado da atividade proteolitica revela que a amostra HgCpPII-IAA
0,2% foi inibida por iodoacetamina 20 mM e n&o diferiu do grupo controle contendo
apenas hemiceluloses (p > 0,05).

Os grupos contendo a fracdo CpPIll apresentaram atividade proteolitica
superior aos grupos hemi e ao HgCpPII-IAA (p < 0,05) sendo a atividade maior
quando e proteina esta incorporada ao hidrogel como veiculo do que dissolvida
em agua (p < 0,05). Os hidrogéis a 0,2% e 0,5% nao diferiram entre si quanto a
AP (p > 0,05).

Figura 18 — Atividade proteolitica das formulagbes testadas nos ensaios in vivo.
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A atividade proteolitica foi determinada em pH 6.0 usando Azocaseina como substrato
apos 24 horas de preparo. Todos os testes para a atividade enzimatica foram realizados
em triplicata. ?p < 0,0001 e °p < 0,0001 indica diferenca estatistica comparada aos grupos
Hemi e HgCpPII-IAA respectivamente. °p < 0,01 indica diferenca estatistica comparada
ao grupo WCpPII 0,2% (ANOVA seguido do teste Bonferroni).
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5.2 Efeito do tratamento tépico com hidrogel HgCpPIl 0,2% em teste de

irritabilidade dermal em camundongos

Neste ensaio foram investigados a biocompatibilidade dérmica de amostras
de hidrogéis de proteinas laticiferas a 0,2% e hidrogel de hemicelulose (Hemi),
em diferentes modelos de irritabilidade dermal conforme protocolo | (Figuras 12).

Apés desafio em pele integra e escarificada, com aplicagdo das amostras
em doses Unicas e multiplas, reacées cutaneas (edema e eritema) foram
graduadas em escores de irritabilidade dérmica e permitiram calcular o indice de

irritabilidade cutanea primaria (1IP). Os resultados estdo apresentados a seguir.

5.2.1 Modelos de irritabilidade dermal em pele integra e escarificada

A Irritacdo dermal (Figura 19 A, B, C) foi avaliada por 7 dias consecutivos
através de medidas na espessura da derme antes e apds aplicagdo dos
tratamentos (50uL de hidrogel/24 h), usando um micrémetro.

Foram acompanhados diariamente e graduados em escores quando
observado a presenca de edema ao desafio na pele com o hidrogel a 0,2%.

No teste de Irritacdo com uma dose em modelo de pele integra (Figura 19
A). Apesar de haver uma tendéncia ao aumento da espessura nas 3 primeiras
horas de aplicacao do hidrogel HgCpPIl 0,2%, este resultado n&o foi significativo
quando comparado com 0s grupos controles Sham e Hemi.

No teste de irritabilidade em pele intacta com doses cumulativas ao longo
de 7 dias (Figura 19 B), também nao houve diferenca da espessura da pele apo6s
tratamento tépico com HgCpPII 0,2%.

No teste de multiplas-doses em modelo de pele escarificada (Figura 19 C),
o grupo HgCpPIl 0.2% apresentou sinais flogisticos de edema e eritema mais
intensos nos primeiros 3 dias de teste (p < 0.05).

No dia 3, os resultados da espessura da pele para este grupo foi
significantemente maior (1,857+0,202) quando comparado ao grupo Hemi (1,543
+0,051) e grupo Sham (1,491+0,107). Apds o 4° dia de experimento, a espessura
da pele tendeu a diminuir em todos os grupos (p > 0.05).
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Figura 19. Efeito do tratamento topico com hidrogel de proteinas laticiferas de C.

procera (HgCpPIl 0,2%) em modelos de irritagao cutanea.

I~
R
]

=
=)
1

Espessura (mm)

Dose Unica - pele integra

1.0 || || || || || || 1
1 2 3 4 5 6
Tempo (hora)
-®—  Sham - Hemi - HgCpPIl 0,2%

(A) teste de irritacdo de uma dose para pele integra.
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(B) teste de irritagcdo de doses multiplas para pele integra.
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(C) teste de irritagdo de multiplas doses para pele escarificada.

Modelo de irritagao da pele: as medidas de espessura em pele integra e na pele escarificada foram
obtidas antes e ap6s a aplicagdo dos tratamentos (50uL de hidrogel / cada 24 h), utilizando um
micrémetro. (A) teste de irritacdo de uma dose para pele integra; (B) teste de irritacdo de doses
multiplas para pele integra; (C) teste de irritacdo de multiplas doses para pele escarificada. Os
dados sdo expressos como média * erro padrdao da média (E. P. M) da espessura da pele (mm).
ap < 0,01 indica diferencga estatistica em relagdo ao Sham e Pp < 0,05 indica diferenga estatistica
em relagao ao grupo Hemi - (n = 6 animais / grupo, teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.2.2 Escore de Irritabilidade dérmica apos teste topico com hidrogel
HgCpPIl 0,2%.

A Tabela 4 apresenta os Escores de Irritabilidade Dérmica (EID) ap6s
o desafio com a aplicagao topica de hidrogéis Hemi e HgCpPll a 0,2%. O resultado
representa medias de escores para diferentes graus de reac¢oes da formagéo de
edema e aparecimento de eritema em modelos de teste de irritacdo em pele
integra e escarificada.

De acordo com a escala de Draize, o grupo HgCpPll a 0,2% apresentou
intensidades de reacdes na pele como edema (0,800) e hiperemia (1,167),
revelando maiores escores de irritabilidade dérmica que o grupo Sham (0,367:
0,867) e Hemi (0,600; 0,867) em modelo de irritacdo em pele escarificada (p <
0,05).

Os escores relativos a edema e eritema em pele integra foram
inferiores ao modelo em pele escarificada e n&o houve diferenga significante entre

0OS grupos.
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Tabela. 4. Escores de Irritacdo dermal apds aplicacdo topica de hidrogéis de
hemiceluloses e proteinas laticiferas.

INTEGRA ESCARIFICADA
Edema Eritema Edema Eritema
Sham 0,000 0,000 0,367 0,867
Hemi 0,033 0,000 0,600 0,867
HgCpPIl 0,2% 0,017 0,000 0,800¢4 1,167%

Total de escores do teste de edema e eritema apds aplicagao de hidrogéis de hemiceluloses
(Hemi) e hidrogéis contendo fracdo CpPIl a 0,2% de proteinas laticiferas, em pele intacta e
pele escarificada. A graduacgao para a irritacao da pele seguiu a seguinte classificacao: 1-
ausente; 2-leve; 3-moderado; 4-intenso (DRAIZE et al.,1944). Os resultados foram
expressos como médias para edema e hiperemia em 24 e 72 horas apés aplicagdo das
amostras. 2 p < 0,05 indica diferenga estatistica comparada com o grupo Sham (n = 6
animals/grupo, Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).
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5.2.3 Indice de Irritacdo Priméria em teste de irritabilidade dérmica de
hidrogéis

A Tabela 5 mostra o indice de Irritacdo Primaria (1IP) apds avaliagdo do
hidrogel HgCpPIl 0,2% em pele integra (Pl) e pele escarificada (PE). Nao foi
observado nenhum sinal de corrosdo na pele de animais tratados com hidrogel
Hemi e HgCpPIl 0,2% quando comparados com o grupo de controle Sham.

O total de escores para ambos os modelos de Irritacdo em Pl e PE,
foram respectivamente 0,03 IIP e 0,98 IIP indicando que a formulacao de hidrogel
HgCpPll a 0,2% (m/v) nao é irritante para uso dérmico.

Tabela 5. Hidrogel de Proteinas fitomoduladoras HgCpPIl 0,2% né&o é irritante

para aplicagao dérmica.

Pele integra Pele Classificacao (lIP)
(PI) escarificada
(PE)
Sham 0.00 0.62 Nao irritante
Hemi 0.02 0.73 N&o irritante
HgCpPII 0.03 0.9820 N&o irritante

0.2%

Critério de escores totais, foi calculado como a média aritmética das leituras de edema
e eritema realizadas em 24 e 72 horas, seguida da classificagao dos hidrogéis como: nao
irritante (0 — 0.9), levemente irritante(1 — 1.9), moderadamente irritante(2 — 4.9) e
severamente irritante (5 — 8), de acordo com o respectivo valor em paréntese como Indice
de Irritacao Primaria (1IP) - 2 p < 0,05 indica diferenca estatistica comparada com o grupo
Sham e ® p < 0,05 indica diferenca estatistica comparada com o grupo Hemi (n = 6
animais/ grupo).
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5.3 Efeito dos hidrogéis de proteinas laticiferas na cicatrizacao de feridas

Para avaliar os efeitos dos hidrogéis de proteinas laticiferas, na
cicatrizacdo de feridas, foram utilizadas duas concentragdes de hidrogéis de
proteinas laticiferas a 0,2% e 0,5% (m/v), conforme protocolo Il (Figura 13).

5.3.1 Andlise macroscopica

Avaliou-se aspectos macroscépicos das feridas obtendo-se resultados
como: sinais flogisticos no 2° dia pds-cirurgia, a queda da crosta do 6° ao 14%dia
pds-cirurgia e 0 progresso da cicatrizagdo durante 14 dias através do percentual
de contracdo das feridas.

5.3.1.1. Aspectos macroscopicos de feridas excisionais sob o tratamento
com hidrogéis contendo a fracao protéica (CpPll)

A andlise macroscopica do progresso de cicatrizacdo nas feridas
excisionais e o percentual de contragdo da ferida, determinados ao longo de 14
dias apéds a cirurgia, estdo apresentados nas Figuras 20 e 21, respectivamente.

No modelo de cicatrizacdo de feridas, todos os grupos analisados
apresentaram margens de feridas limpas e sem exsudagao durante o periodo de

exame.
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Figura 20. Aspecto macroscopico do progresso da cicatrizacao de feridas apés

tratamento com hidrogéis CpPlII.
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As imagens digitais apresentam os aspectos macroscopicos das feridas ao longo de 14 dias e
foram selecionadas a partir de animais pertencentes aos grupos experimentais correspondentes.
A percentagem de contragdo da ferida nos dias (2, 7, 10, 12, 14) pdés-cirurgia € dada na Figura
15).
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5.3.1.2 O tratamento topico com hidrogel CpPIl influenciou os parametros de

edema e hiperemia tecidual

No pico do periodo inflamatério (dia 2), observou-se edema e hiperemia nas
feridas excisionais de todos os grupos, embora estes sinais flogisticos fossem
mais intensos nas feridas dos animais tratados topicamente com HgCpPlII
0,5%, em relagdo aos grupos Sham (p < 0,001) e hemiceluloses (p < 0,05)
(FIGURA 20 e TABELA 6).

A partir do 2° dia ap6s inducao da lesao, todos os grupos apresentaram
formacao de tecido de granulacao o qual foi notado nas bordas da ferida com mais
intensidade nos grupos tratados com hidrogel de proteinas laticiferas (FIGURA
20).
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Tabela 6. Avaliacdo semi-quantitativa de sinais flogisticos induzidos por hidrogel

contendo proteinas laticiferas.

Sinais Flogisticos

Grupos Edema Hiperemia
Sham 1(0-2) 1(1-2)
Hemi 1 (0-2) 1 (0-3)
HgCpPIl 0,2% 2 (0-2) 2 (1-3)
HgCpPIl 0,5% 2 (0-3)0 2 (1-3)

Os parametros de edema e hiperemia foram observados no 22 dia em relagéo a intensidade (0 -
ausente, 1 - leve, 2 - moderada e 3 - intensa) e expressos como mediana e variagao,
respectivamente. 2p < 0,05 e Pp < 0,001 indicam diferenga estatistica comparada com o grupo
Sham e °p < 0,05 em comparagédo com o grupo Hemi (n = 15 animais / grupo, teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn).
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5.3.1.3 O tratamento topico com hidrogel CpPlIl acelerou a queda da crosta
das feridas

A crosta da ferida nos animais tratados com HgCpPII 0,5% comecou a
cair mais cedo, no dia 6, enquanto que nos outros grupos iniciou-se a partir do dia
8 (TABELA 7). O grupo HgCpPIl 0,2% apresentou o maior pecentual de queda
da crosta (86,67%) a partir do 13° dia pds-cirurgia quando comparados aos grupos
HgCpPll 0,5%(80%), Hemi (73,33%) e Sham (53,33%). O aspecto hiperémico
das feridas sem crosta em animais do grupo HgCpPIl 0,5% permaneceu evidente
até o dia 10 pés-cirurgia.

Isso foi sugestivo de um processo inflamatoério mais intenso e
prolongado. O aspecto macroscopico das feridas tratadas com hemiceluloses

sugeriu menor inflamagéo e foi comparavel ao grupo Sham.
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Tabela 7. Hidrogel de proteinas laticiferas (HgCpPIl) a 0,2 e 0,5% (m/v) acelera a

queda da crosta da ferida.

Dias 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Grupos
Sham 0 0 6,67 6,67 13,33 20 40 53,33 86,67
Hemi 0 0 6,67 13,33 26,67 46,67 53,33 73,33 80
HgCpPlII 0 0 13,33 13,33 33,33 33,33 60 86,6739 1002
0,2%

HgCpPIl 13,33 13,33 33,33%° 46,67 53,332 60 66,67 80 100%
0,5%

ap < 0,05 indica diferenca estatistica em comparagao com o grupo Sham, °p < 0,05 em comparacio
com o grupo Hemi, °p < 0,05 em comparacdo com o grupo HgCpPll 0,2% e 9 < 0,05 em
comparacao com o grupo HgCpPII 0,5% (n = 15 animais / grupo, teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn).

5.3.1.4 O tratamento topico com hidrogel CpPIl promove a contracdao das
feridas

A contracdo da ferida progrediu mais rapidamente nos animais
tratados com HgCpPIl 0,2% (percentual de contracao da ferida no dia 2 (32.63%
+ 3.02); dia 10 (90.22% + 3.18) e dia 12 (97.11% £ 0.67) em comparagdao com 0s
grupos controles. HQCpPII 0,5% apresentou aumento significativo de fechamento
da ferida apenas no dia 10 (87.49% + 2.48) em comparacao ao grupo controle
(FIGURA 21).

O processo de cicatrizagdo de todos os grupos seguiu uma evolucao
normal mostrando a area da ferida ndo cicatrizada diminuida ao longo de 14 dias,
consequentemente aumentando o processo de contracdo da ferida (FIGURA 20
e FIGURA 21). Pela avaliagdo macroscépica e morfométrica verifica-se que
ambos os hidrogéis promoveram a cicatrizacao, porém, hidrogel contendo fragéao
CpPll a 0,2% revelou maior eficacia.
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Figura 21 - Os hidrogéis foram eficientes para promover a contracao da ferida.
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Porcentagem de contracdo da ferida no periodo de tempo até 14 dias apds a cirurgia. Os dados
sa0 expressos como média = média de erro padrao (S.E.M) da média da contracdo da ferida (2p
<0,05 indica diferenca estatistica em comparacdo ao grupo Sham e °p <0,05 ao grupo
Hemicelulose - (n = 15 animais/grupo, Teste ANOVA seguido pelo Teste de Bonferroni).

5.3.2 Analise Microscopica

A analise microscépica de sec¢des histoldgicas relativas ao ensaio de
cicatrizacao conforme protocolos Il e lll (Figura 13 e 14 respectivamente), obteve
resultados como a presenca de infiltrado inflamatério de forma semi-quantitativa,
no 2° dia pds-cirurgia.

Também foram obtidos resultados qualitativos e quantitativos da
degranulacdo de mastécito, proliferacdo de fibroblastos, neovascularizacao,
colagénese, re-epitelizacdo e espessura do novo epitélio no 14° dia pds-cirurgia.

5.3.2.1 O tratamento topico com hidrogéis CpPIl aumenta a intensidade do
infiltrado polimorfonuclear

Na anadlise microscépica de bidpsias de feridas coletadas no dia 2, foi
possivel observar em todos o0s grupos experimentais a presenca de infiltrado
inflamatério tanto na crosta quanto na derme superior (derme papilar).
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Esse processo ocorreu com maior intensidade nos grupos tratados com
hidrogel contendo a fragdo CpPll, sendo predominante a presenca de células
mononucleares (TABELA 8 e FIGURA 22).

Tabela 8. Avaliacdo semi-quantitativa de cortes histolégicos no dia 2 e dia 14.

Grupos Ed PMN MNC PF NV RE U
Dia 2

Sham + ++ ++ - - - +
Hemi + ++ ++ - - - +
HgCpPIl 0.2% ++ ++ +++ - - - +
HgCpPIl 0.5% +++ +++ +++ - - - +
Dia 14

Sham - - - ++ ++ + -
Hemi - - - e+ ++ + -
HgCpPIl 0.2% - + + +++ +4++ + -
HgCpPIl 0.5% + + ++ ++ +++ + -

Seccoes coradas com hematoxilina e eosina no dia 2 e 14 apds a cirurgia foram
classificadas como leves (+), moderadas (++) e severas (+++) para re-modelagéo
epidérmica e/ou dérmica. Re-epitelizacdo e ulceracdo foram marcadas como presentes
(+) e ausentes (-). Ed: edema; PMN: células polimorfonucleares, MNC: células
mononucleares; FP: proliferacdo de fibroblastos; NV: neovascularizagdo; RE: re-
epitelizacdo e U: ulceragdo. Sham: ndo recebeu tratamento; Hemi: hidrogel de
hemicelulose; HgCpPII 0,2% e 0,5% (mg/ml de fracdo de proteina CpPIll de Calotropis
procera em hidrogel de hemicelulose).
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Figura 22. Infiltrado inflamat6rio intenso em bidpsias de feridas tratadas com

hidrogel contendo fragdo CpPII de proteinas laticiferas

A

N

Imagens microscopicas em H&E de seg¢des coletadas de feridas do 2° dia pds-cirurgia.
(A) Presenca de intenso infiltrado inflamatério (a) na crosta e na derme superior (DS)
do grupo tratado com HgCpPIl a 0,2%, aumento de 200x. (B) Predominancia de células
mononucleares em infiltrado inflamatério de feridas excisionais tratadas com HgCpPII
0.5%. Aumento de 400x. Todas as secoes histolégicas foram coletadas de feridas
obtidas no 2%dia apds a cirurgia.
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5.3.2.2 O tratamento topico com hidrogéis CpPIl 0,2% e 0,5% estimulam a
degranulacao de mastocitos

As laminas histolégicas coradas por azul de toluidina foram confeccionadas
com a finalidade de analisar o efeito do tratamento dos hidrogéis contendo CpPlII
sobre a degranulagdo dos mastocitos. A avaliagao foi feita no 14 apds a inducao
da ferida excisional no tecido correspondente a area lesionada (FIGURA 23).

Os grupos tratados com hidrogéis CpPIll a 0,2% e 0,5% apresentaram
85,49% * 1,76 e 98,29% * 1,09 de mastdcitos degranulados respectivamente
sendo significativa tal diferen¢ca quando comparados aos grupos controles Sham
(59,59% *4,16) e Hemi (67,67% + 2,03) (p < 0,0001). O grupo HgCpPII 0,5%
apresentou maior estimulacdo da degranulacdo de mastocitos em relacdo ao
grupo HgCpPIl 0,2% (p < 0.05).

Figura 23. Os hidrogéis de proteinas laticiferas estimulam a degranulagdo dos

mastocitos.
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As secdes coradas com azul de toluidina foram utilizadas para estimar a degranulagdo dos
mastécitos (aumento de 400 x) no dia 14 apds a cirurgia. Os dados estdo expressos como média
+ média de erro padrao (S.E.M.) do percentual de mastdcitos desgranulados. 2p < 0,0001 indicam
diferenga estatistica em comparagdo com o grupo Sham, Pp < 0,0001 indica diferenga estatistica
comparada com grupo Hemi e °p < 0,05 em compara¢cdo com HgCpPIl 0,2% (n = 5
animais/grupo/tempo /experimento, teste ANOVA-Bonferroni).
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5.3.2.3 O tratamento topico com HgCpPII 0,2% estimula a fase proliferativa

da cicatrizacao de feridas excisionais

O processo de fibroplasia foi avaliado quantitativamente em laminas
histoldgicas de feridas excisionais, correspondentes aos dias 14 apds a cirurgia
(FIGURA 24). Os resultados revelam que HgCpPIl 0,2% estimulou maior
proliferacdo de fibroblastos (312.3 +14.56 — p < 0,05) quando comparado aos
grupos Sham (227.9+12.24) e Hemi (275.4+10.16).

Figura 24. Os hidrogéis de proteinas laticiferas estimulam a fase proliferativa do

processo de cicatrizagao.
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Quantificacao de fibroplasia nos grupos experimentais no 142 dia, pds-cirurgia. Os dados
estao expressos como média * erro padrao da média (S.E.M.) do numero de fibroblastos.
3 < 0,05 indica diferenca estatistica em comparagdo com o grupo Sham, °p < 0,05 em
comparagao com grupo Hemi e °p < 0,05 em comparagdo com HgCpPIl 0,5% (n = 5
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).



88

Fotomicrografias de laminas histolégicas coradas por H&E, no aumento de
400x, foram capturadas para representar o processo de fibroplasia na derme
superior (DS) e derme inferior (DI) em todos os grupos experimentais (vide
FIGURA 25).

Figura 25. Representacéao histolégica do processo de fibroplasia.
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Fotomicrografias de segbes histologicas, coradas em H&E, representando a deposicao de
fibroblastos no dia 14 apds a cirurgia (se¢des acima correspondem a derme superior (DS) e se¢oes
para baixo, derme inferior (DI). Aumento de 400x).

5.3.2.4 Os tratamentos topicos com hidrogéis CpPIl 0,2 e 0,5% intensificam
a deposicao de colageno em feridas excisionais

A colagénese foi avaliada quantitativamente no 14° dias apds a inducéo
das feridas excisionais (FIGURA 26). A avaliacdo quantitativa das secoes
histolégicas mostraram maior deposi¢do de colageno (DC) nos grupos tratados
com hidrogel CpPIl a 0,2% e 0,5%, correspondente a 66,04% e 65,31% de
deposicao de colageno respectivamente, quando comparados com 0S grupos
controles (p < 0.0001).
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Figura 26. Os hidrogéis de proteinas laticiferas estimulam a colagénese.
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Deposicao de colageno nos grupos experimentais no 14° dia, pos-cirurgia. Os dados sao
expressos em percentagem como média * erro padrao da média (S.E.M.) do nimero total
de pixels para o teor de colageno. ?p < 0,05 indica diferencga estatistica em comparacao com
o grupo Sham, ®p < 0,05 em comparagdo com grupo Hemi (n = 5
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).
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Fotomicrografias de laminas histolégicas coradas por Tricrdmio de
Masson, no aumento de 100x, foram capturadas para representar o processo de
colagénese em todos 0s grupos experimentais As fibras colagenas foram
formadas e dispostas em paralelo a superficie da cama da ferida (FIGURA 27).

Figura 27. Representacgao histolégica do processo de colagénese.

Fotomicrografias de sec¢oes histologicas, coradas por Tricbmio de masson, representando
a deposigao de colageno no dia 14 apds a cirurgia. Grupo Sham (1); Grupo Hemi (2);
Grupo HgCpPIl 0,2% (3) e Grupo HgCpPIl 0,5% (4). Aumento de 100x.
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5.3.2.5 O tratamento topico com hidrogéis CpPIl 0,2 e 0,5% estimulam o

processo de re-epitelizacao em feridas excisionais

O exame histologico de amostras de tecido pertencentes a todos os
grupos experimentais foi registado no 14° dia apdés a cirurgia, e estao
apresentados na Figura 28. Os dados foram classificados e apresentados na
Tabela 8.

No 14° dia, os animais tratados com HgCpPIl 0,2% apresentaram
tecidos com discreta presenca de foco inflamatério remanescente, com
predominancia de células PMN (FIGURA 28) e intensa proliferacéao de fibroblastos
(TABELA 8)

No grupo HgCpPIl 0,5% observou-se apenas uma ligeira formagao de
edema com presenca de inflamacdo moderada, mas predominancia de linfécitos
(MNC) préximos aos foliculos pilosos, embora pouco significativa (FIGURA 28).

A neovascularizacao foi mais pronunciada entre os grupos tratados
com os hidrogéis quando comparados aos grupos de controle. No entanto, todos
0s grupos exibiram re-epitelizacdo no dia 14 e nado se observou ulceragao
(TABELA 8).

As setas na Figura 28 indicam a epiderme re-epitelizada com queratina,
a formacao de novos vasos capilares e a reorganizacao das fibras colagenas e
das papilas dérmicas.
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Figura 28. Analises microscopicas de re-epitelizacdo da ferida.

As laminas coradas com hematoxilina e eosina (H & E) correspondem aos dados registados no dia 14. (a) re-
epitelizacdo da epiderme com queratina; (B) edema; (C) infiltragdo de células inflamatérias; (D)
neovascularizagao; (E) proliferagéo de fibroblastos; F) reorganizagdo das fibras colagenas. Ampliagao
original: 100 x (Barra de escala: 200 ym). Grupo Sham (A); Grupo Hemi (B); Grupo HgCpPII 0,2% (C) e grupo
HgCpPll 0,5% (D).
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5.3.2.6 O tratamento topico com HgCpPIl 0,2% aumenta a espessura do novo
epitélio em feridas excisionais

A Figura 29 mostra laminas histol6gicas coradas pelo H & E do novo
epitélio em diferentes grupos recolhidos no dia 14 p6s-operatério e a Figura 24
apresenta os aspectos graduados desses dados. A espessura do epitélio (Figura
30) nos leitos das feridas foi maior no grupo HgCpPII 0,2% (120.7+2.97) diferindo
significantemente dos demais grupos (p < 0,05).

Figura 29. Fotomicrografias de laminas histolégicas coradas com H&E, com
énfase na espessura do novo epitélio (NE).

Foram registradas as imagens de todos os grupos experimentais no 142 dia apds a cirurgia
(ampliagéo 40 x - Barra de escala 0,05 mm). Grupo Sham (A); Grupo Hemi (B); Grupo HgCpPII
0,2% (C) e Grupo HgCpPIl 0,5% (D). A medida da espessura epitelial média (um) em diferentes
grupos no dia 14 ap6s a cirurgia foi calculada e os dados sédo apresentados na Fig. 24.
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Figura 30. O hidrogel CpPIl 0,2% aumenta a espessura do novo epitélio no modelo
de feridas excisionais.
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As medidas da espessura epitelial (um) em diferentes grupos foram realizadas no dia 14 pos-
cirurgia. Os dados sao expressos como média + erro padrao da média (S.E.M) da espessura do
novo epitélio. 2p < 0,0001 indica diferenca estatistica em comparagdo com o grupo Sham, °p <
0,05 indica diferenca estatistica em comparacdo com o grupo Hemi e ¢p < 0,001 indica diferenca
estatistica comparada com o grupo HgCpPIl 0,5% - (n = 5 animais / grupo, teste ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni).
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5.4 Efeito do tratamento com hidrogel HgCpPIl 0,2% sobre os mediadores

inflamatorios em feridas excisionais

A avaliacdo do efeito dos hidrogéis sobre os mediadores inflamatérios
foi realizada nos dia 2 e 7 pés-cirurgia. O hidrogel HgCpPIl contendo 0,2% de
proteinas laticiferas, foi investigado por ser a menor dose que apresentou
atividade biolégica no ensaio de cicatrizagao descrito no protocolo Il (Figura 13).

O hidrogel livre de hemiceluloses (Hemi) também foi testado. O grupo
Sham, representado por animais que nao receberam nenhum tratamento foi
utilizado como controle negativo.

Os resultados dos mediadores-alvos (MPO, NO e citocinas pro-
inflamatérias IL1-B e IL-6) do processo cicatricial produzidos em resposta ao
tratamento topico de hidrogéis Hemi e HgCpPIl 0,2% estao apresentados a seguir.

5.4.1 O tratamento topico com hidrogel de hemicelulose diminui a atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO) durante a fase inflamatoria da
cicatrizacao em feridas excisionais

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) foi mensurada no dia 2
apés a indugéo da lesao (Figura 31). Houve uma significante reducéo (p < 0,05)
na atividade da enzima MPO pelo grupo tratado com hidrogel contendo somente
hemicelulose (24,47 + 4,82) quando comparado ao grupo Sham (40,14 + 3,86) e
HgCpPIl 0,2% (51,47 £ 6.36). O grupo HgCpPIl 0,2% n&o diferiu do controle.
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Figura 31. As hemiceluloses diminuem a atividade da enzima MPO
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Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) a partir de amostras de feridas no dia 2 apos a
cirurgia. Os dados sdo expressos como média £ média de erro padréo (S.E.M.) da unidade de
atividade de MPO (UA / mg de tecido). 3p < 0,05 indica diferenga estatistica comparada com o
grupo Sham e Pp <0 ,05 em comparagdo com o grupo Hemi (n = 5 animais/grupo/experimento,
teste ANOVA-Bonferroni).
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5.4.2 O tratamento topico com hidrogel modula os niveis de nitrito nas fases

inflamatorias e proliferativas de feridas excisionais

Os niveis de éxido nitrico (NO) foram determinados indiretamente pela
medida de nitrito nas amostras teciduais de feridas excisionais coletadas no dia 2
e 7 (Figura 32). No dia 2, foi observado redugéo significativa (p < 0,05) dos niveis
de nitrito no grupo tratado com hidrogel Hemi, contendo somente hemicelulose
(19,71 £ 2,69). Nao houve diferenca entre o grupo Sham (44,75 * 4,85) e grupo
tratado com hidrogel de CpPll a 0,2% (41,92 + 3,74).

No dia 7, o grupo HgCpPII 0,2% apresentou uma reducéo dos niveis
de nitrito (30,70 + 1,78) quando comparada ao grupo Sham (48,44 + 1,49 -p <
0,0001) e Hemi (39,29 £ 2,51 - p < 0,05). O intervalo entre o dia 2 e o dia 7 revelou
uma mudanca nos niveis de nitrito os quais se apresentaram com niveis
aumentados no grupo Hemi e diminuidos no grupo HgCpPIl 0,2% ao longo dos

dias avaliados (p < 0,05).

Figura 32. As hemiceluloses diminuem os niveis de nitrito.
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Amostras de feridas nos dias 2 e 7 apds a cirurgia foram coletadas para dosagem dos niveis de
nitrito. Os dados estéo expressos como média * erro padrao da média (S.E.M.) de niveis de nitrito
(NO3/NOz2’) (UM), respectivamente. 2p <0,05, Pp <0,001 e °p <0,0001 indicam diferencga estatistica
comparada com o grupo Sham e 9% <0,05 em comparagdo com o grupo Hemi (n = 5
animais/grupo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).
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5.4.3 O tratamento topico com HgCpPIl 0,2 % modula a liberacao de citocinas

A determinagcdo dos niveis de citocinas foram obtidas a partir de
homogenatos de biépsias de feridas excisionais coletadas no 2° dia apo6s a
inducéo da lesdo. Os resultados foram expressos em picograma de citocina/mL
do sobrenadante/mg de tecido (Figura 33).

Os niveis de IL1-B no grupo tratado (3.069+214,5) e no grupo Hemi
(2.789% 210,7) mostraram um significante aumento (p < 0,001) comparado ao
grupo Sham (1.914+ 229,8). Foram também avaliados os niveis de IL6 revelando
um aumento nos grupos tratado com hidrogel Hemi (1.289 + 35,06) e CpPll a 0,2%
(1.329% 18.47) quando comparados ao controle Sham (p < 0,001).

Figura 33. Citocinas pro-inflamatérias medidas em feridas.
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No dia 2 apds a cirurgia, os animais foram sacrificados e os tecidos das feridas excisais foram
removidos para determinar os niveis de citocinas IL1-B (A) e IL-6 (B) por ELISA. Os dados séo
expressos como média + erro padrdao da média (S.E.M.) de citocina/mL a partir do sobrenadante /
mg de tecido. 3p < 0.05, bp < 0.001 e °p < 0.0001 indicam diferenca estatistica em comparagao
com o grupo Sham (n = 5 animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).
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5.4.4 O tratamento topico com hemiceluloses e proteinas fitomoduladoras

reduzem a peroxidacéao lipidica.

O teste de substancias acidas reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
quantifica o malondialdeido (MDA), um dos principais produtos de decomposicao
dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo
oxidativo.

O conteudo de malondialdeido (MDA) de amostras de feridas, como
um indice de peroxidacgéao lipidica, foi mensurado nos dias 2 e 7 ap0s cirurgia e
esta apresentado na Figura 34. Os valores foram expressos como atividade de
MDA (nM/mg de tecido).

No dia 2, houve significante redu¢ao no conteudo de MDA nos grupos
tratados com hidrogel Hemi (81,50 +4,01) e HgCpPIl 0,2% (86,88 + 11,23) quando
comparados ao grupo Sham (131,9 + 13,56).

No dia 7, ndo foram observadas diferencas significativas no contetdo
de MDA, entre os grupos. Observou-se uma redug¢ao no conteudo de MDA no dia

7, quando comparado ao dia 2.
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Figura 34. Hemiceluloses e proteinas fitomoduladoras reduzem a peroxidacao

lipidica.
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O teor de malondialdeido (MDA) das amostras de feridas, como indice de peroxidacao lipidica, foi
medido nos dias 2 e 7 apoés a cirurgia. Os dados sdo média de trés experimentos independentes
e sdo expressos como média + média de erro padrao (S.E.M.) de MDA (nM / mg de tecido). 2p <
0,05 indica diferenca estatistca em comparagdo com o grupo Sham (n = 5
animais/grupo/tempo/experimento, teste ANOVA-Bonferroni).
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5.5 Proteinas laticiferas livres de hemiceluloses e em hidrogel contendo 20

mM de iodoacetamida promove eficientemente a cicatrizacao.

Neste ensaio foram investigados o efeito de amostras de hidrogéis de
proteinas laticiferas a 0,2% contendo iodoacetamida a 20 mM bem como o efeito
da fracdo de proteinas laticiferas CpPll livres de hemiceluloses no modelo
experimental de cicatrizagdo conforme protocolo Il (Figura 14).

Os resultados das andlises macroscépica (sinais flogisticos, queda da
crosta, progresso da cicatrizacdo durante 14 dias através do percentual de
contracéo da ferida) e analises microscépicas (re-epitelizagdo e sintese do novo
epitélio) estdo apresentados a sequir.

5.5.1. Aspectos macroscopicos de feridas excisionais sob o tratamento com
hidrogéis contendo a fracao protéica (CpPlIl): sinais flogisticos e queda da
crosta

No estudo macroscopico, as feridas foram acompanhadas diariamente
quanto aos sinais flogisticos da inflamacéo, presenca de exsudato, crosta e
progresso da cicatrizacdo. Os parametros flogisticos de edema e hiperemia foram
observados no 2° dia relacionados a intensidade e estdo apresentados na Tabela
9.

Como apresenta a referida tabela, os grupos tratados com WCpPIl 0,2% e
HgCpPlI-IAA 0,2% apresentaram maior edema (p < 0.05) quando comparado ao
grupo controle Sham. A hiperemia foi significativa (p < 0.05) em WCpPIl 0,2%
comparada aos outros grupos. No dia 2, todos 0s grupos apresentaram crosta,
mas nao havia exsudato nas feridas.

O curso de tempo da queda da crosta estdo detalhados na Tabela 10. As
crostas das feridas dos animais tratados com WCpPII 0,2% comecgaram a cair logo
com 6 dias da inducdo da lesdo similar ao grupo controle positivo Purilon®,
enquanto os grupos tratados com HgCpPIl 0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% iniciaram a
gueda dois dias depois comparados ao grupo controle. No entanto, entre o 8° ao
112 dia houve um grande percentual de queda de crosta no grupo HgCpPII0-IAA
0,2% comparado aos outros tratamentos.
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Tabela 9. Avaliacdo semi-quantitativa de sinais flogisticos induzidos por WCpPII
0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% no dia 2.

Grupos Edema Hiperemia Crosta Exsudato
Sham 1,5 (1-2) 2 (1-3) P A
Purilon® 2(1-2)° 2(2-3) P A
Hemi 1(0-3) 2 (1-3) P A
WCpPII 0,2% 2 (1-3)¢ 3 (2-3) P A
HgCpPIl 0,2% 2 (0-2) 2 (1-3) P A
HgCpPII-1AA 0,2% 1(1-3)2 2 (2-3) P A

Os parametros de edema e hiperemia foram observados no 2° dia e graduados em escores de 0
a 3 quanto a intensidade (0 - ausente, 1 - leve, 2 - moderado e 3 - intenso). Os resultados foram
expressos como mediana e variacdo, respectivamente. 2p < 0,05, °p < 0,001 e ¢p < 0,0001 indica
diferenca estatistica comparada com o grupo Hemi (n = 15 animais/grupo, Teste Kruskal-Wallis
seguido do teste Dunn). (P) presente e (A) ausente.
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Tabela 10. O tratamento com WCpPIl 0,2% e HgCpPII-IAA 0,2% (m/v) de

proteinas laticiferas aceleram a queda da crosta da ferida.

Dias 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Grupos
Sham 0 0 0 0 0 16,66 16,66 33,33 100
Purilon® 16,66 0 0 33,33 50 66,66 83,33 100 -
Hemi 0 0 0 20 40 60 70 80 100
WCpPII 0.2% 11,11 11,11 11,11 1111 2222 66,66 1002 - -
HgCpPIl 0.2% 0 0 13,3 13,3 333 333 53,3 86,3 100
HgCpPII-IAA 0 0 25 37,5 62,5 87,5 87,5 100abd -
0.2%

ap < 0,05 indica diferenca estatistica em comparagao com o grupo Sham, bp < 0,05 indica diferenca

estatistica em comparacdo com o grupo Veiculo,’p < 0,05 indica diferenca estatistica em

comparagdo com o grupo Purilon e 9p < 0,05 indica diferenca estatistica em comparagdo com

grupo HgCpPII 0,2% (n = 15 Animais / grupo, teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn).
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5.5.2. Aspectos macroscopicos de feridas excisionais sob o tratamento com
hidrogéis contendo a fragcao proteica (CpPIl): percentual de contracao

A Figura 35 mostra o percentual de contracédo de feridas tratadas com
proteinas laticiferas (CpPll) livres de hemicelulose e com hidrogel contendo
iodoacetammida 20 mM. O tamanho das lesées foi mensurado nos diferentes dias
de estudo pos-cirurgia (2, 7, 12 e 14), para calculo da contragéo da ferida.

No dia 2 pés-cirurgia, os grupos experimentais WCpPIl 0,2% e
HgCpPII-IAA 0,2% apresentaram percentuais de contracao significativos (43,38%
+ 3,02) e (41,92% + 2,61) sendo equivalentes ao Purilon® gel (44,51% * 3,52) e
diferiram (p < 0,05) dos grupos controles Sham (31,49% * 3,56), Hemi (29,66% *
3,66) e HgCpPII 0,2% (37,47% + 1,84).

No dia 7 o grupo tratado com Purilon® gel apresentou maior contracao
(81,99% = 4,41) diferindo dos demais grupos (p < 0,05). O grupo HgCpPII-IAA
0,2% apresentou contracao significativa (66,89% * 2,59) em relagdo aos grupos
controle Sham (54,12% £ 1,15) e grupo Hemi (54,84% + 2,73) enquanto o grupo
WCpPII 0,2% (64,12% * 2,66) diferiu apenas do grupo Sham (p < 0,05).

O grupo tratado com HgCpPIl 0,2% apresentou o percentual de
contracéo 59,61% (x 3,43), ndo diferindo dos tratamentos com CpPII.

No dia 12 pds-cirurgia, os maiores percentuais de contracao
novamente foram observados no grupo de referéncia tratado com Purilon® gel
(96,57% + 2,60) em relacao aos demais tratamentos (p < 0,05).

Dentre os grupos tratados com CpPll, apenas o grupo HgCpPII-IAA
0,2% apresentou contracao significativa (89,11% + 1,91) em relacdo ao grupo
controle Sham (80,27% = 2,91). Nao houve diferenga entre os grupos Hemi
(81,43% = 3,36), WCpPII 0,2% (83,88% * 3,46) e HgCpPIl 0,2% (85,30% * 3,37),
e ambos também nao diferiram do controle.

No 14? dia de experimento 100% das feridas estavam cicatrizadas no
grupo Purilon®. Também se observou maiores percentuais de contragdo nos
grupos tratados com CpPIl em relacado aos controles. Apenas os grupos Purilon®
e WCpPII 0,2%, diferiram do Sham (p < 0,05).
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Figura 35. Proteinas laticiferas de C. procera aceleraram eficientemente a

contracdo da ferida. Percentual de contragédo da ferida nos dias 2, 7, 12 e 14 apds

a cirurgia.
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Os dados sao expressos como média + média de erro padrdo (S.E.M) da contragdo média da
ferida. 2p < 0.05, °p < 0.001 e °p < 0.0001 indicam diferenca estatistica em comparagdo com o
grupo Sham, 9p < 0.05 e ¢p < 0.001 em comparagdo com o grupo Purilon®, fp < 0,05 comparado
com o grupo Hemi - (n = 5 animais/grupo, teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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Os aspectos macroscépicos da resolugdo da cicatrizacdo no 142 dia
pos-cirurgia estdo apresentados na figura 36. Macroscopicamente a maioria das
feridas dos grupos analisados apresentaram resolugdo no 14° dia pés-cirurgia.

Figura 36. Proteinas laticiferas livres de hemiceluloses e em hidrogel contendo

iodoacetamida 20 mM melhoram eficientemente a cicatrizagao.

Sham Purilon ® Hemi WCpPII 0.2% HgCpPIl 0.2%  HgCpPII-IAA 0.2%

]

Aspectos macroscépicos da cicatrizagdo no dia 14 apés a cirurgia. (Sham) animais nao tratados,
(WCpPII) animais tratados com proteinas laticiferas a 0,2% (m/v) sem hemiceluloses, (HgCpPII
0,2%) animais tratados com hidrogel de proteinas laticiferas a 0,2%, (HgCpPII-IAA 0,2%) animais
tratados com hidrogel de proteinas laticiferas a 0,2% contendo iodoacetamida 20 mM (m/v),
animais tratados com hemiceluloses hidrogel (Hemi) e farmaco de referéncia como controle
positivo (Purilon®).
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5.5.3 As proteinas fitomoduladoras favoreceram a sintese do novo epitélio

A medida da espessura do novo epitélio (um) foi obtida no 142 dia pos-
cirurgia (Figura 37 A). A figura 37 B, apresenta a performance das proteinas
fitomoduladoras sob a sintese do novo epitélio.

A espessura do novo epitélio foi maior nos grupos tratados com as
proteinas fitomoduladoras a 0,2% quando comparados aos grupos sham, purilon
e hemi.

Os grupos tratados com WCpPII 0,2%, HgCpPII-IAA 0,2% e HgCpPII
0,2% apresentaram os maiores valores de espessura do novo epitélio: 13,85um %
0,38; 12,29um = 0,29 e 11,15 um £ 0,30 respectivamente.

Proteinas laticiferas dissolvidas somente em agua, (WCpPIl 0,2%)
diferiram significativamente dos grupos controles e demais grupos tratados com
CpPIl (p < 0,05).

O grupo tratado com HgCpPII-IAA 0,2% néao diferiu do grupo tratado
com CpPIl incorporada em hidrogel (HgCpPII-IAA 0,2%). Este resultado
demonstra a eficiente capacidade de CpPIll em estimular sintese de novo epitélio
(NE) evidente nas imagens de 4 a 6 a nivel microscdpico da espessura do novo
epitélio, representativas dos grupos experimentais (Figura 37 B).
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Figura 37. As proteinas fitomoduladoras favoreceram a sintese do novo epitélio.

151 bedef

Espessura do novo epitélio (um)
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Dia 14
@ Sham &3 WCpPIl 0,2%

B3 Purilon® @ HgCpPIl 0,2%
03 Hemi HgCpPII-IAA 0,2%

(A) Medidas da espessura do novo epitélio (um) no dia 14 pos-cirurgia e (B) visdes histolégicas do
novo epitélio (NE). 2p < 0,05 e °p < 0,001 indicam diferenga estatistica em comparagdo com o
grupo Sham (1), °p < 0,05 comparado com o grupo Purilon® (2), % < 0,05, ¢p < 0,001 com o grupo
HgCpPIl 0,2% e fp < 0,001 com o grupo HgCpPII-IAA 0,2% (4) - (n = 5 animais/grupo, teste ANOVA
seguido por teste de Bonferroni). (5) animais tratados com hidrogel de proteinas laticiferas a 0,2%
(HgCpPIl 0,2%) e (6) animais tratados com hidrogel de proteinas laticiferas contendo
iodoacetamida 20 mM a 0,2% (HgCpPII-1AA 0,2%).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, todas as amostras de hidrogel apresentaram
valores de microorganismos viaveis dentro dos limites permitidos pela legislacao.
O critério aceito para a qualidade microbiologica de formulagdes nao-estéreis é de
10° UFC/g para bactéria e até 102 UFC/g para fungos de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).

De fato, ambos os materiais, hemicelluloses a proteinas laticiferas,
foram cuidadosamente manipuladas sobre condigbes assépticas para o preparo
das formulagdes. Seguiu-se criteriosamente 0 mesmo protocolo para todos os
hidrogéis formulados e testados nos ensaios subsequentes. Durante o controle de
qualidade, testes fisico-quimicos e microbiolégicos devem ser realizados nas
formulagdes (PINTO; KANEKO, 2010; REBELLO, 2004).

Conforme regulamento sanitério, as boas praticas de fabricacdo do
produto em todas as etapas, garante a seguranga e qualidade dos produtos, uma
vez que essas substancias sao aplicadas na pele (BRASIL, 2008).

Considerando que a contaminagdo microbiana de um produto pode
acarretar alteragcdes em suas propriedades fisicas e quimicas e ainda caracteriza
risco de infecgédo para o usudrio (RIBEIRO, 2010; REBELLO, 2004), os produtos
farmacéuticos de uso tépico que ndao tém como requerimento serem estéreis,
devem estar sujeitos ao controle de contaminacao microbiana (PINTO; KANEKO,
2010).

E importante destacar que o crescimento microbiano deve ou nao
causar modificacoes visiveis na formulacao. A perda da estabilidade deve ocorrer
por quebra da emulsao, alteragao nas caracteristicas fisico-quimicas, e mudancas
na cor, odor e consisténcia do produto. Qualquer alteragéo fisica, quimica ou
microbiolégica do produto pode impactar na qualidade, seguranca e eficiéncia do
produto final e, portanto, pode afetar, direta ou indiretamente, a saude dos
pacientes (KUMAR et al., 2011).

Os resultados do estudo fisico-quimico e macroscopico desde a
elaboragdo até o armazenamento da formulagdo por um periodo de tempo
revelaram que os hidrogéis sdo biocompativeis, estaveis e nao possuem

capacidade de corroséo da pele.
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A analise da formulagcédo ap6s 24 h de preparo € uma recomendagao
da ANVISA (BRASIL, 2004), o que assegura o resfriamento e acomodacao
estrutural do produto apds sua fabricagédo. Alves et al., (2007), obtiveram valores
de pH em torno de 7,0 em seu estudo envolvendo um gel hidrofilico.

O estudo do pH ¢é util para avaliar se a formulacédo € biocompativel e
nao causa corrosdao na pele considerando que o estrato corneo apresenta
resisténcia a alteragdes de pH, tolerando uma variagao de 3 a 9 (AULTON, 2005).

Segundo Ferreira (2008), valores de pH entre 5 e 7, para formulagdes
tépicas, evitam possiveis irritagdes cutaneas. O pH € um parametro préatico para
avaliar a estabilidade quimica da amostra durante o armazenamento, uma vez
que variagdes de pH podem indicar que houve degradacao e/ou contaminacao
microbiolégica ao longo do tempo (SMART; SPOONER, 1972).

A estabilidade dos hidrogéis foi estimada por medicado da atividade
proteolitica total de CpPll num periodo de curso de tempo. As proteases sao o
principal marcador molecular dessa amostra e a sua atividade foi tomada como a
referéncia de estabilidade ao armazenamento a 4 e 25 °C. Em todos os hidrogéis
testados, a atividade proteolitica a pH 6,0 era significativamente mais elevada do
que a atividade proteolitica a pH 5,0. A atividade proteolitica do gel contendo
apenas hemiceluloses foi também mensurada, comprovando sua auséncia.

A perda de atividade proteolitica do hidrogel HgCpPIl 0,2% foi
mensurada durante 30 dias de armazenamento em diferentes temperaturas (4 °C
e 25 °C) para investigar a melhor condicdo de armazenamento da formulagédo. Os
resultados também indicaram que o HgCpPIl 0,2% armazenado a 25 °C
apresentou perda significativa de atividade proteolitica ap6s a primeira semana de
elaboracdo e armazenamento em comparacao com o hidrogel armazenado a 4
°C. A atividade medida apés 30, 90, 180 e 365 dias de armazenamento a 4 °C foi
progressivamente reduzida atingindo um minimo de 61,23% de atividade ap6s um
ano.

A estabilidade ambiental e biolégica de hidrogéis para aplicacoes
biomédicas também foi estudado por Roy et al, (2013). As propriedades
organolépticas, macroscépicas e retencado de atividade das amostras foram
avaliadas sob diferentes temperaturas de armazenamento. O armazenamento dos

hidrogéis a 5°C+2°C (sob refrigeracdo) foi a condicdo de armazenamento mais
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apropriada evidenciado pela manutencdo dos parametros avaliados, que nao
variaram significantemente ao longo de 180 dias (Roy et al., 2013)..

A avaliagdo do hidrogel CpPIlI durante 1 ano, demonstra a maior
estabilidade da formulacdo ao armazenamento a 4°C. As hemiceluloses atuaram
satisfatoriamente como bom veiculo uma vez que a formulacdo nao apresentou
alteracbes macroscopicas e conseguiu manter a bioatividade das proteinas
laticiferas a 0.2%. A analise da estabilidade foi util para compreender a estrutura,
funcédo e desempenho da formulacéo.

Roy et al, (2013), ressalta a necessidade de dar atengao a apropriadas
condi¢des de armazenamento dos hidrogéis preparados para aplicagdes na saude
pois contribuem para a maior estabilidade, sendo fator essencial para manutencao
da qualidade, seguranca e eficacia do produto.

No presente trabalho utilizou-se as galactomananas de C. pulcherrima
sendo a fonte de hemiceluloses como suporte para as proteinas fitomodulatorias.
Apés a formulagéo do hidrogel, a eficacia para o uso topico do mesmo foi avaliada
pela biocompatibilidade dérmica, estimativa da contragdo, parametros
histol6gicos e bioquimicos.

Ensaios de toxicidade dermal aguda s&o utilizados para definir os
efeitos adversos induzidos, por dose Unica ou multipla da amostra teste, durante
um curto periodo de administracao (DRAIZE, 1959). Portanto, a irritacao dérmica
foi avaliada nesse estudo durante as primeiras 6 horas de aplicagdo do produto e
depois a cada 7 dias consecutivos através da presenca de edema por desafio
cutdneo com a menor dose de hidrogel que apresentou atividade farmacoldgica.

Em ensaio agudo de irrititabilidade dermal, o hidrogel elaborado, nao
mostrou-se irritante. Apenas no ensaio com aplicagdes multiplas diarias em pele
escarificada, o grupo de animais que recebeu o hidrogel HgCpPIl 0,2%,
apresentou maior espessura cutanea. Isso foi evidente do primeiro até o 3° dia do
teste quando comparado aos grupos controles (p < 0,05).

Os resultados foram corroborados com outros achados através de
observacao de edema intenso e hiperemia indicando que HgCpPII 0,2% estimula
a inflamacédo nesse primeiro periodo pés-lesao. Apos o 4° dia de tratamento, a
espessura da pele dos animais permaneceu constante em todos os grupos (p>
0,05%).
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O Indice de Irritacdo Primaria (IIP) apés a avaliacdo do hidrogel
HgCpPll 0,2% sobre pele intacta e pele escarificada indicou que HgCpPIl 0,2%
nao foi irritante, sugerundo ser adequado para uso dérmico, neste modelo
experimental.

Os resultados dos testes de irritabilidade aliados aos ensaios de
cicatrizagdo ja descritos, também indicam que uma maior concentragdo de
proteinas do latex, como o hidrogel HgCpPIl 0,5% n&o testado neste ensaio de
irritabilidade, possa apresentar IIP superior Ao encontado para HgCpPIl 0,2%
devido as reagles inflamatérias mais intensas observadas no ensaio de
cicatrizagdo conforme protocolo I, podendo ser classificado como substancia
irritante neste modelo experimental.

A irritacdo dérmica € um ponto limitante no desenvolvimento da férmula
de aplicacao tépica orientada e isso é especialmente critico para promoc¢ao da
cicatrizagao de feridas (KO et al., 2010). Ademais, uma elevada concentracao de
proteases em feridas pode causar irritagdo da pele intacta ao redor e resultar em
eritema intenso e descamacao (ROCHA et al., 2005), o que nao foi observado em
nosso estudo.

O processo de cicatrizagao inicia-se por uma fase inflamatéria aguda
exibindo os sinais flogisticos (GOLDMAN, 2004). Esse processo pode durar de
quatro a seis semanas e € medido por varios parametros, tais como formacao de
matriz extracelular, aumento da contracao da ferida, presenca de fibroblastos e
colageno, neovascularizagdo, processos de re-epitelizacdo e remodelamento de
colageno (BOYCE ; WARDEN, 2002; MANSOURZADEH et al., 2015).

No ensaio de cicatrizacao testando duas concentragdes de hidrogel de
CpPlIl (0,2% e 0,5% m/v) conforme protocolo Il, verificou-se macroscopicamente,
que todos os grupos analisados apresentaram margens de feridas limpas e sem
exsudacao durante o periodo de exame. Isso foi indicativo de que n&o ocorreu
proliferacdo microbiana.

No periodo inflamatério, o edema cutaneo e hiperemia foram mais
intensos nas feridas tratadas com HgCpPIl 0,5% em relacao aos grupos controle.
Este grupo também acelerou a queda da crosta da ferida logo no 6° dia. Foi
observado, neste grupo, que as feridas sem crosta apresentaram-se com aspecto
bastante hiperémico permanecendo evidente até o dia 10. Isso foi sugestivo de
um processo inflamatdrio mais intenso e prolongado (STADELMANN et al., 2008).
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O aspecto macroscépico das feridas tratadas com hemiceluloses sugeriu menor
inflamacao e foi comparavel ao grupo Sham.

Proteinas laticiferas de C. procera também foram estudadas na
cicatrizacao de feridas experimentais por Figueiredo et al., (2012). No estudo, as
proteinas totais do latex, fracdo LP, foram incorporadas em uma biomembrana
sintética de alcool polivinil (BioMem PVA/PL) e a eficacia na cicatrizagdo foi
determinada. Animais implantados com biomembrana contendo proteinas a 0,2%
também apresentaram moderado edema em relagdo ao grupos controles, mas
sem diferenga na hiperemia.

Embora no nosso estudo, tenha ocorrido a queda precoce das crostas
das feridas no grupo tratado com HgCpPIl 0,5%, a maioria das feridas do grupo
tratado com HgCpPIl 0,2% estava sem crosta no dia 13° pés-cirurgia sendo este
resultado significativo quando comparado aos animais tratados com hidrogéis
HgCpPll 0,5%, Hemi e grupo controle. A crosta é resultado da ferida apdés uma
perturbacdo anatbmica e funcional da pele geralmente associado com
hemorragia, contragdo vascular, coagulacao, preenchimento tecidual e ativagao
de células inflamatorias (LIM et al., 2009).

Na superficie da ferida, o coagulo que seca forma uma crosta que é
composta por sangue, restos celulares desvitalizados e particulas de tecidos.
Apoés a resposta celular entre 24 a 48 horas as células migram da membrana basal
até o local afetado por mitose e vao preenchendo o espaco (FEESS et al, 2016).
Enquanto as células epiteliais se deslocam ha liberagdo da enzima proteolitica
colagenase para dissolver a ligacdo na base da crosta e facilitar a sua migracao.
Uma vez que a ponte epitelial esta completa a crosta é posteriormente separada
da superficie da ferida (HEDLUND 2005; HOSGOOQD, 2006; PAVLETIC, 2010).

Analisando-se a contracdo da ferida, observa-se que este parametro
progrediu mais rapidamente nos animais tratados com HgCpPIl 0,2% em
comparacao com os grupos de controle. Desde o 2° dia ap6s inducao da lesdo o
grupo com menor concentracao de proteases apresentou reducéo significativa da
area nao-cicatrizada, consequentemente maior contracao da ferida. Esta atividade
de contracdo pode ser atribuida a presenca de miofibroblastos no tecido de
granulacado (ROZAINI et al., 2005) que foi observado em nosso estudo apés o 2°
dia de inducdo da lesdo. Assim, a maior taxa de contracdo nos grupos de
tratamento sugerem que HgCpPIl estimula a formacao de tecido de granulacao
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com maior quantidade de miofibroblasto (ALJADY et al, 2000; ROZAINI et al.,
2005).

HgCpPIl 0,5% reforgou o fechamento da ferida apenas no dia 10. Neste
modelo de ferida experimental, pensou-se que ambos os hidrogéis fossem
eficientes para promover a cicatrizagdo, porém, pela avaliacdo macroscopica, o
tratamento com hidrogel HgCpPII a 0,2% demonstrou uma atividade mais eficaz.

E importante destacar que a protedlise parece ser essencial tanto na fase
inflamatéria como na fase de remodelamento para a cicatrizacdo normal das
feridas (KYRIAKIDES; MACLAUCHLAN, 2009). Os resultados obtidos com as
duas concentragoes de CpPIl sugerem que neste modelo de ferida uma maior
concentragdo de proteases foi Util no inicio da fase cicatricial, promovendo a
protedlise do tecido o que acelerou a fase inflamatéria, favorecendo o
desprendimento da crosta das feridas. Esse resultado foi confirmado nos animais
do grupo HgCpPIl a 0,5%, pois suas crostas tenderam a cair mais rapido quando
comparado ao grupo HgCpPlIl a 0,2%. A medida que o progresso da cicatrizagcao
ultrapassou esse estagio, e o processo de cicatrizagdo atingiu o 13° dia, foi
significativa a queda de crosta dos animais tratados com hidrogel contendo uma
menor concentragdo de protease. Portanto, os resultados macroscopicos obtidos
sugerem que HgCpPIl a 0,2% atuou de forma mais efetiva na fase proliferativa
para a resolucao da cicatrizacao.

No exame histoldégico no 2° dia pés-cirurgia, foi houve a presenca de
infiltrado inflamatdrio proximo a crosta e na derme papilar além de intensa
presenca de linfécitos nas margens da ferida dos grupos tratados com hidrogel
contendo a fracdo CpPIl. O grupo tratado somente com hemiceluloses (Hemi)
apresentou discreto edema e menor infiltrado de células inflamatérias. A
neovascularizacao e proliferagcdo de fibroblastos foi mais pronunciada entre os
grupos tratados com os hidrogéis contendo CpPIl quando comparados ao grupos
Hemi e controle. No 142 dia p6s-cirurgia, embora fossem observados tecidos com
discreta presenca de foco inflamatério remanescente nos grupos tratados com
HgCpPIl 0,2% e HgCpPIl 0,5%, este achado nao foi significante, uma vez que
todos os grupos exibiram re-epitelizagdo no dia 14 e ndo havia mais ulceragao.

A atividade proteolitica do hidrogel CpPll, pode ter ativado
componentes da matriz ap6s lesdao (KYRIAKIDES; MACLAUCHLAN, 2009),
contribuindo para a proliferacdo de células de forma mais equilibrada neste
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modelo de ferida com a concentracdo de hidrogel a 0,2% de CpPIl. Desta
perspectiva, a eficacia do hidrogel de proteinas laticiferas a 0,2% neste modelo
de ferida com aspecto macroscépico sem tecido necrético e/ou infecgéo, pode ser
explicada. E importante ressaltar que a escolha da abordagem utilizada como a
concentracdo mais adequada de proteases no uso clinico vai depender do
tamanho, localizagéao, tipo de ferida e das caracteristicas macroscépicas do tecido
como presenga de exsudato ou infec¢goes (FERREIRA, 2010), sendo uma
sugestdo de amplas aplicacdes o uso do hidrogel com diferentes concentracdes
de CpPIL.

A relagao entre as propriedades inflamatérias das proteases presentes
no latex de Calotropis procera foi estudada por Ramos et al., (2012). O estudo
realizado com camundongos avaliou a eficacia da atividade proteolitica,
em manter a homeostase da coagulagcao na sepse e concluiu que as proteases
cisteinicas presentes no latex desta planta estavam envolvidas nesse processo.

No estudo, o hidrogel contendo a fracdo CpPII de proteinas do latex de
C. Procera parece ter envolvimento desde a fase da hemostasia na cascata de
coagulagao, contribuindo positivamente na formacado de fibrina, ativacao de
células inflamatérias e liberacdo de mediadores-alvos favorecendo o processo
cicatricial nos grupos tratados. A formacao do coagulo de fibrina é, portanto, um
passo importante na promog¢ao do inicio das fases inflamatéria e de reparagéo da
ferida uma vez que imediatamente apds a injuria da pele, a hemostasia é atingida
através da vasoconstricdo, ativacdo mediada por plaquetas da cascata intrinseca
da coagulacdo, terminando na formagao de um coagulo de fibrina. Neste processo
também ha a liberacao de citocinas pré-inflamatérias a partir de tecido danificado
e o coagulo recém-formado atuam como potentes sinais quimiotaticos para
recrutar neutréfilos, células endoteliais e fibroblastos para a ferida (OZTURK;
ERMERTCAN, 2011; PORTOU et al., 2015).

Um efeito notavel observado no uso dos hidrogéis foi o incremento na
espessura epitelial na fase proliferativa da cicatrizagdo. A espessura do epitélio
nos leitos das feridas foi maior no grupo HgCpPIl 0,2% (p <0,05%). Este resultado
sugere que o0s animais deste tratamento atingiram uma cicatrizacdo mais
completa. Um aumento na espessura da pele esta relacionada com a intensa

atividade de queratindcitos. Isso indica que o hidrogel estimulou a proliferacao de
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células epitéliais 0 que resultou na construcdo de um epitélio mais denso,
provavelmente composto de mais camadas de células (HU et al., 2014).

A analise macroscépica do grupo HgCpPIl 0,2% foi coerente com os
achados histolégicos através da re-epitelizacdo mostrando aceleracao do
processo cicatricial. A aceleracao da cicatrizacdo ocorre pela contracao da ferida,
angiogénese, formacao de tecido de granulagdo e também pela presenca da
epitelizagéao (LIU et al., 2011).

Yang et al, (2016) avaliaram mudancas morfoldgicas na regeneragao
da epiderme em tecidos normais e tecidos cicatrizados. Os referidos autores
observaram maior proliferacdo de queratinécitos, compondo varias camadas na
epiderme cicatrizada do que na pele normal. Foi evidenciado ainda, altera¢des na
membrana basal, e a epiderme do tecido cicatricial era obviamente mais espessa
do que a da pele sem lesdo. Nesse sentido, os autores concluiram que durante o
processo de cicatrizagdo da pele, alteragées na formagdo da membrana basal
deve afetar a proliferagdo de queratinécitos, a remodelacao epitelial e tecidual, o
que resulta na formagao da cicatriz.

O processo de fibroplasia e a deposicdo de colageno sao eventos
iniciados nas fases proliferativa e de remodelacdo do processo de cicatrizagao
(BURLANDO; CORNARA, 2013). Esses eventos foram apresentados em laminas
histolégicas de feridas excisionais ao dia 14 ap6s a cirurgia. A avaliacao
quantitativa das se¢des sugeriu que HgCpPIl 0,2% proporcionou melhor estimulo
para fibroplasia, como evidenciado por maior numero de fibroblastos quando
comparado aos grupos de controle (p < 0,05).

No entanto, observou-se que a deposicdo de colageno em HgCpPlII
0,2% foi semelhante a HgCpPIl 0,5% e maior (p < 0,0001) se comparada aos
controles. Fibroblastos sdo células importantes do processo de reparo, devido sua
proliferacdo na ferida, o coldgeno emerge e resulta em répida cicatrizagdo
(THORNE, 2013). Sugere-se que as proteases da fracdo CpPIl presentes nos
hidrogéis 0,2% e 0,5% atuam no remodelamento da matriz extracelular MEC e
também deve ter contribuido para aumentar a inflamagcao e hiperemia e nos
grupos tratados com CpPII.

Durante o debridamento do tecido ha quebra de componentes da matriz
extracelular e da membrana basal os quais liberam peptideos ativos que
estimulam o processo inflamatério e angiogénese, favorecendo a formagao de
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tecido de granulacado e a queda precoce da crosta. Todos esses fatores aliados a
atividade de protedlise do tecido nas fases tardias da cicatrizagdo contribuem para
o remodelamento da nova matriz cicatricial. (DEMIDOVA-RICE et al., 2011).

Os mediadores inflamatorios e marcadores de estresse oxidativo da
resposta cicatricial ao tratamento tépico com hidrogéis foram investigados.
Hidrogéis contendo somente hemiceluloses (Hemi) e hidrogel contendo CpPII
0,2% foram estudados em feridas excisionais. HQCpPII 0,2% foi escolhida por ser
a menor dose que apresentou atividade biolégica e melhor performance no ensaio
anterior de cicatrizacdo. Neste estudo, a fase inflamatéria foi caracterizada pelo
aumento da atividade da MPO, medida no dia 2, indicando a presenca de
neutrofilos ativados nas feridas do grupo tratado. Vale ressaltar que as
hemiceluloses reduziram a infiltracdo de neutréfilos em feridas enquanto as
proteinas do latex a aumentaram.

Apoés indugdo de uma ferida ocorre a formagdo de um tampao de
plaquetas que limita o sangramento e estimula a liberagdo de citocinas. Este
evento que inicia a cascata de coagulacdo, promove a amplificacdo e
recrutamento de células para o desbridamento de tecido nao viavel. Os neutréfilos
ativados e atraidos da corrente sanguinea sao aprisionados no tampao
plaquetario em resposta aos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas
como TGF-B e PDGF (KOKANE et al., 2009; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003).

Essas células polimorfonucleares iniciam o debridamento enzimético
realizando fagocitose do tecido morto e criando um ambiente hostil para bactérias,
usando espécies reativas de oxigénio. Os neutréfilos também liberam interleucina
1 (IL1-B), uma citocina com dupla fungédo atuando tanto como pré-inflamatéria e
estimulando a proliferacéo de queratinécitos (CHILDS; MURTHY 2017).

Em relacdo aos niveis de nitrito, seu aumento observado no dia 2 é
devido ao influxo de neutréfilos. Na fase proliferativa, a producdo de NO nao é
mais suportada pelos neutréfilos, mas pela presenca de macréfagos no tecido
presentes do tecido no dia 7. O NO é principalmente pelos neutréfilos ativados na
fase inflamatéria (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003), é inteiramente
corroborada por essa observacdo. No dia 7, quando o pico da inflamacao foi
superado, o nivel de NO reduziu sendo principalmente liberado por outras células
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inflamatorias, como mastocitos e macrofagos que foram atraidos pelos neutréfilos
(ORTEGA; GOMEZ et al., 2013).

O oxido nitrico € um importante mediador do reparo normal de feridas.
A sintese e acumulagédo de NO foi correlacionada com a deposicao de colageno
em feridas (SCHAFFER et al., 1996). Park et al., (2013), demonstraram que o
excesso ou baixas concentragées de NO no ambiente da ferida é prejudicial para
a acumulagéo de colageno.

Os resultados dos niveis de NO produzidos no dia 2 e 7 pos-cirurgia
podem estar relacionados com a maior producao de colageno observada nos
grupos tratados com CpPIl a 0,2% e 0,5%, quando comparados aos grupos
controle. Assim, um nivel adequado de NO dentro do ambiente da ferida é
requerido para sintese fisiolégica de colageno (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003).

Os mastocitos tém sido reconhecidos por participar em diferentes
aspectos do processo de cicatrizacdo e atuarem nas diferentes fases contribuindo
também com os eventos de contragdo, angiogénese e re-epitelizacao durante o
reparo da ferida (OSKERITZIAN, 2012; WULFF; WILGUS, 2013). Em feridas
tratadas durante 14 dias com HgCpPIl, o numero de mastdcitos degranulados foi
superior, sendo mais intenso em animais que receberam maior concentragéo de
proteinas do latex (HgCpPll 0,5%).

O intenso infiltrado inflamatério também foi observado nas secodes
histoldgicas de feridas tratadas com CpPII, no dia 2 e pode estar relacionado a
acao direta ou indireta dos mastocitos nas diferentes fases da cicatrizacao de
feridas (WULFF; WILGUS, 2013). Os mastocitos contribuem para o processo
inflamatério, quando degranulam liberam histamina nos estagios iniciais da
cicatrizagdo. Também ha a producdo de citocinas IL-1B e IL-6 que ativam a
proliferacao de fibroblastos e a sintese de fibras de colageno nas fases posteriores
da cicatrizacao (WILGUS, 2008). Os mastécitos foram reconhecidos
primeiramente como células envolvidas no processo alergénico (PUXEDDU et al.,
2003).

Atualmente sdo documentados em realgar a inflamacao através da
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, ativacdo e/ou recrutamento
de células imunes circulantes de forma direta e também podem contribuir
indiretamente pela liberagdo de alguns mediadores, incluindo histamina,
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stimulando a producdo de mediadores pro-inflamatérios por queratindcitos
(WULFF; WILGUS, 2013).

Assim, a performance da cicatrizagdo observada nos grupos tratados
com HgCpPIl, que apresentaram maior deposicdo de coladgeno pode estar
diretamente relacionada com o envolvimento da degranulacao de mastécitos e
ativacdo de diferentes mediadores da fase inflamatoria que atuam nas fases
posteriores da cicatrizagao.

Nesse contexto, a determinacdo dos niveis de ambas citocinas (IL-1
e IL-6) no dia 2, nos tecidos tratados com HgCpPIl 0,2%, concorda com essa
observagao apresentando-se com niveis maiores que o controle, provavelmente,
estimuladas através da sinalizagao de mastocitos degranulados.

Proteinas do latex também participaram ativamente da fase
inflamatéria da cicatrizagdao, promovendo degranulacdo de mastécitos, ativacao
de macrofagos, recrutamento de neutrdfilos e liberagdo de mediadores
inflamatorios (6xido nitrico, TNF-a e IL-13) em estudo realizado por nosso grupo
de pesquisa (RAMOS et al., (2016).

Figueiredo et al.,, (2014) avaliou aspectos histolégicos de feridas
excionais tratadas com proteinas do latex e encontrou maior numero de
fibroblastos e deposicédo de colageno quando comparado aos grupos controle no
142 dia. A conclusao do estudo realizado ressalta o potencial pré-inflamatério das
proteinas laticiferas e sua capacidade estimuladora da fibroplasia e colagénese.

Importa destacar que as hemiceluloses diminuiram a atividade de MPO
e estimularam a liberacdo de IL-1 e IL-6 no dia 2. Por conseguinte, as
hemiceluloses apresentaram uma atividade anti-inflamatéria no inicio do processo
de cicatrizagédo (provavelmente reduzindo a infiltracao de neutréfilos).

Este grupo também promoveu a liberagdo de mediadores inflamatoérios
(IL-1B e IL-6), envolvidos na remodelacao dos tecidos na fase posterior do
processo de cicatrizagao.

E provavel que as hemiceluloses de C. pulcherrima tenham servido
eficientemente como veiculo para a liberacdo das proteinas fitomodulatérias,
atuando em sinergia como hidrogel e modulando os niveis mediadores-alvos do
processo de cicatrizacao.

O estresse oxidativo é frequentemente um evento fisiolégico
secundario associado a inflamacao (DUNNILL et al., 2015). O malondialdeido
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(MDA) é fisiologicamente formado como um produto de peroxidacao de lipidos de
membrana e é um marcador eficiente de estresse oxidativo (YATES et al., 2017).
O MDA foi medido em feridas de tecido como reativos contra TABS.

Conforme relatado nos resultados, o MDA foi aumentado no dia 2, no
pico da inflamacao aguda. Contudo, o hidrogel evitou esse incremento no dia 2 e
0 estresse oxidativo foi reprimido no dia 7. Por conseguinte, o hidrogel também foi
eficiente na inibicdo de dano oxidativo que poderia contribuir para acelerar o
processo de cicatrizacdo. Deve-se notar que o estresse oxidativo foi evitado nos
grupos tratados com hemiceluloses e nao foi mais incrementado quando as
proteinas fitomoduladoras foram incorporadas no gel.

Num conjunto adicional de experimentos, os efeitos de cicatrizagdo de
CpPIll foram testados aplicando a amostra isenta das hemiceluloses nas feridas.
Isso poderia informar se as proteinas eram independentemente ativas.
Macroscopicamente, CpPlIl, dissolvido em agua (WCpPIl 0,2%), eficientemente
acelerou a cicatrizagdo, em comparagdo com Sham e foi semelhante ao HgCpPlII
0,2%. Essa hipoétes foi confirmada pela classificacao da contragédo da ferida. Além
disso, quando CpPII foi inibido com IAA e incorporado ao gel, o hidrogel HgCpPII-
IAA 0,2% atuou de forma semelhante a HgCpPIl 0,2%, indicando que nao
somente a atividade proteolitica da amostra poderia estar envolvida na
performance cicatricial.

Outras proteinas ja identificadas na fracdo CpPIl poderiam estar
atuando nesse processo como as osmostinas (FREITAS et al., 2011), porém,
estudos adicionais sdo necessarios para suplantar esta hipotese e investigar o
mecanismo de acdo. Além disso, as proteinas dessa fragdo também poderiam
agir como estimulo antigénico para as células imunoinflamatérias que modulam o
processo cicatricial.

As andlises finais de desempenho envolveram a comparacao direta de
HgCpPll 0,2% com um farmaco comercial (Purilon®) que é um hidrogel de uso
tépico composto por carboximetilcelulose e alginato de calcio.

Uma significante diferenga no percentual de contracdo da ferida foi
encontrado nos dias 2, 7 e 12 para o grupo tratado com HgCpPII-1AA 0,2% quando
comparado ao controle. Os resultados obtidos podem ser explicados devido ao
tratamento com hidrogéis criar um ambiente Umido no leito da ferida que é
importante para estimular sua contragdo (GHADI et al., 2016). Chakavala et al.,
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(2012) demonstraram a atividade cicatrizante de uma formulagdo composta de
0,75% de quitosana.

O hidrogel foi eficiente em acelerar a cicatrizagédo de feridas induzidas
por queimadura (CHAKAVALA et al, 2012). Os hidrogéis combinam
caracteristicas da cicatrizagdo de feridas umidas com boa absorvéncia e sao
transparentes para permitir o monitoramento da cicatrizacdo (ARCHANA et al.,
2016). Entre as novas formulagbes a serem aplicadas na pele danificada, os
hidrogéis mostram a superioridade, uma vez que podem proporcionar um
ambiente umido para a ferida/queimaduras e ao mesmo tempo liberar o farmaco
incorporado para a ferida (SUNG; YONG., 2010).

A espessura do novo epitélio, examinada por histologia, no dia 14, foi
entdo tomada como referéncia de protecao/resisténcia e reparacao tecidual
completa. Os dados revelaram que apesar de terem promovido uma contracao
mais rapida da ferida, Purilon® ndo ajudou a desenvolver novo epitélio sendo
comparavel ao Sham.

As hemiceluloses ndo estimularam a sintese do epitélio. Em vez disso,
de alguma forma o inibiu em comparacao com Sham. No entanto, todos os grupos
tratados com as proteinas fitomoduladoras estando ou n&o incorporados ao gel
de hemicelulose (WcpPll 0,2%, HgCpPIl 0,2%, HgCpPII-IAA 0,2%) favoreceram
notavelmente a nova sintese de epitélio exibindo um aumento evidente da sua
espessura. Esses resultados apontam para a eficacia das proteinas
fitomoduladoras do latex no reparo da ferida, como relatado anteriormente
(RAMOS et al., 2016). Além disso, a formula testada neste estudo realizou melhor
reparacao da ferida do que a droga de referéncia, em termos de completude do
processo histoldgico.

A literatura relata abundantemente os polissacarideos propostos como
veiculos para a liberacdo de farmacos nao téxicos (FERREIRA et al., 2009),
exibindo efeitos farmacoldgicos (COURA et al., 2017), associados a cicatrizacao
de feridas (GHADI et al, 2016).

Embora as hemiceluloses de C. pulcherrima paregam contribuir para o
desempenho dos hidrogéis como veiculo, serdo necessarios mais estudos para
entender melhor o papel que desempenha na férmulagéo para fins cicatrizantes.

Contudo, abaixo apresenta-se um resumo dos principais resultados
obtidos no modelo estudado com a aplicagéo tépica do hidrogel de proteinas
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laticiferas de C. procera. Destacou-se as células, mediadores-alvos envolvidos e

possiveis agcbes das proteinas fitomoduladoras CpPll, em cada estagio da

cicatrizagao (Fig. 38).

Figura 38. Acdes do hidrogel de proteinas laticiferas CpPIll de C.

procera nas diferentes fases da cicatrizacdo de feridas e seus mediadores-alvos.
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O grande desafio deste trabalho foi desenvolver um hidrogel com acéo

fitomoduladora para acelerar a cicatrizacdo de feridas. Tal trabalho gerou

conhecimento farmacéutico e farmacoldgico através da acgédo sinérgica de

constituintes de duas espécies de plantas encontradas em nossa regido,

Calotropis procera e Caesalpinia pulcherrima (VASCONCELOS et al., 2018).

Ademais, os resultados obtidos revelam um produto natural alternativo para tratar

feridas. Este trabalho contribui para a inovagcao de bioprodutos sendo relevante e

adequado para a geracao de patente para aplicacdes biomédicas (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2015).
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7 CONCLUSAO

Este estudo trata da formulagcdo de um hidrogel composto de
hemiceluloses e proteinas fitomoduladoras extraidas de latex. Neste modelo de
cicatrizacao de feridas, o grupo tratado topicamente com hidrogel HgCpPIl a 0,2%
demonstra uma atividade de cicatrizacdo mais eficaz do que o grupo HgCpPIl a
0,5%. As proteinas latiferas estimulam o processo inflamatério da fase cicatricial
através de MPO, NO, IL1- e IL6 e reduzem a peroxidagao lipidica. O hidrogel CpPlI
estimula os mastocitos e promove o processo cicatricial.

O ensaio de cicatrizacao subsequente com HgCpPII-IAA0,2% revelou
gue mesmo com a atividade proteolitica inibida o hidrogel CpPll permaneceu com
atividade de cicatrizacao, indicando que o efeito das proteinas do latex ndo esta
apenas associado com a atividade proteolitica das proteinas laticiferas.

O teste de irritabilidade demonstrou que o hidrogel de hemiceluloses
como veiculo, ndo é uma substancia inerte quando aplicado a pele danificada. Ele
também atua estimulando o processo inflamatério através dos sinais clinicos
observados e quantificados, além de liberar importantes mediadores que
contribuem para a cicatrizagao dos tecidos.

O hidrogel ndo induziu irritacdo dérmica e estimulou eficientemente a
cicatrizacdo de feridas através da modulacdo de alguns aspectos da fase
inflamatoéria, aumentando a fase proliferativa e melhorando a remodelagédo do
tecido, atingindo a completude do reparo da ferida.

As hemiceluloses, inicialmente propostas como veiculo de liberacéo,
para as proteinas fitomoduladoras, estavam envolvidas, pelo menos em parte, na
modulagao do processo.

O estudo conclui ainda que a formula basal seria interessante para uma
prospecgao mais profunda da composigao ideal em termos de fixag&do e absorg¢ao
da pele.
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