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RESUMO

Estudos recentes revelam a eficacia do uso do latex natural, extraido da
seringueira Hevea brasiliensis, como agente cicatrizante e como uma matriz
carreadora de diversos produtos com efeitos farmacoldgicos. Por ser um evento
sistémico, a cicatrizacdo abrange uma gama de fatores que precisam interagir
entre si para que haja uma evolucdo de forma eficiente. Tendo em vista a
capacidade angiogénica e cicatrizante do latex, esta pesquisa investigou atraves
de anélises moleculares a expresséo dos fatores de crescimento FGF, VEGF e
TGF presentes no latex, em cultura de fibroblastos 3T3. Dentre os fatores de
crescimento que influenciam o crescimento dérmico, podemos destacar o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e o fator de crescimento fibroblastico (FGF), que
estimulam a proliferacéo celular, a producéo de colageno e de outros elementos
da matriz celular, favorecendo o processo de cicatrizacdo. Conforme as andlises
de FTIR, os componentes identificados presentes na membrana de latex, na
fracdo F1 e no soro foram identificados pertencentes ao isopreno, principal
constituinte do latex, como para os grupos funcionais. A amostra do soro
apresentou maior discrepancia evidenciando que a parte proteica pode estar
agindo como indutor de angiogénese. O ensaio hemolitico das amostras, fracdo
F1, soro e a membrana de latex ndo apresentaram um alto grau de hemodlise
significativa no periodo observado, demonstrando assim ser um biomaterial
hemocompativel. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas, evidenciou-se baixo
teor de fendis e capacidade antioxidante da fracdo F1, soro e membrana de latex.
Os resultados obtidos nos ensaios com o0s Blackworms indicam que as fracdes
F1, soro e membrana de latex, nas concentracdes testadas, tiveram efeito no
sistema circulatério alterando a taxa de pulsacao dos Blackworms. A fracdo F1
e o0 soro do latex, na concentracdao de 0,01%, no cultivo de fibroblastos e
macréfagos apresentaram melhor viabilidade celular no periodo de 72h de
incubacdo. A membrana de latex apresentou viabilidade celular superior em
todos os periodos de incubacdo quando comparados ao controle, porém seus
resultados foram mais satisfatorios no intervalo de 72h. Os resultados
encontrados da analise de expressao génica confirmaram que houve aumento
significativo nas expressdes dos genes VEGF, FGF e TGF na membrana e nas
fracbes F1 e soro do latex quando comparadas ao controle, evidenciando o
poténcial angiogénico dessas amostras. Este mecanismo de Engenharia
Tecidual pode ser um dos procedimentos para regeneracao dérmica no futuro.

Palavras-chave: Latex. Reparo dérmico. Fatores de crescimento. Expressao
génica. Lumbriculus variegatus.



ABSTRACT

Studies prove the effectiveness of using natural latex, extracted from the rubber
tree Hevea brasiliensis, as a healing agent and as a carrier matrix for various
products with pharmacological effects. As it is a systemic event, healing
encompasses a range of factors that need to interact with each other so that there
is an efficient evolution. In view of the angiogenic and healing capacity of latex,
the purpose of this research will be to investigate, through molecular analysis, the
expression of growth factors FGF, VEGF and TGF present in latex, in culture of
3T3 fibroblasts. Among the growth factors that influence dermal growth, we can
highlight the vascular endothelial growth factor (VEGF), transforming growth
factor beta (TGF-B) and fibroblastic growth factor (FGF), which stimulate cell
proliferation, the production of collagen and other elements of the cellular matrix,
favoring the healing process. According to the FTIR analyses, the identified
components present in the latex membrane, in the F1 fraction and in the serum
were identified belonging to isoprene, the main constituent of latex, as for the
functional groups. The serum sample showed greater discrepancy, showing that
the protein part may be acting as an angiogenesis inducer. The hemolytic assay
of the samples, F1 fraction, serum and the latex membrane did not show a
significant high degree of hemolysis in the observed period, thus demonstrating
that it is a hemocompatible biomaterial. Under the experimental conditions used,
a low phenol content and antioxidant capacity were found in the F1 fraction,
serum and latex membrane. The results obtained in the tests with the
Blackworms indicate that the F1 fractions, serum and latex membrane, in the
tested concentrations, had an effect on the circulatory system, altering the
pulsation rate of the Blackworms. The F1 fraction and the latex serum, at a
concentration of 0.01%, in the culture of fibroblasts and macrophages showed
better cell viability in the period of 72 hours of incubation. The latex membrane
showed superior cell viability in all incubation periods when compared to the
control, but its results were more satisfactory in the 72h interval. The results found
from the gene expression analysis confirmed that there was a significant increase
in the expressions of the VEGF, FGF and TGF genes in the membrane and in
the F1 fractions and latex serum when compared to the control, evidencing the
angiogenic potential of these samples. This Tissue Engineering mechanism may
be one of the procedures for dermal regeneration in the future.

Keywords: Latex. Dermal repair. Growth factors. Gene expression.
Lumbriculus variegatus
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1. Introducéo

Os seres humanos, assim como 0s demais animais, S840 compostos por
tecidos celulares, muitos deles frageis e com necessidade de restabelecimento,
cura e/ou cicatrizacao quando traumatizados (Marques; Suzuki; Marques, 2017).
O tratamento das feridas vem evoluindo desde 3.000 anos A.C., onde as feridas
hemorrégicas eram tratadas com cauterizacdo. O uso de torniquetes é descrito
em 400 A.C. e a sutura é documentada desde o terceiro século A.C. (Guia de
Feridas, 2011). Similarmente, Queen (2004) descreveu que o tratamento de
feridas comecgou nos tempos egipcios, com bandagens de gaze embebidas em
graxa — com pouca atencédo ao tratamento de feridas. Entretanto, ao longo dos
séculos, esses cuidados tornaram-se um pouco mais sofisticados (Figura 1). Da
mesma forma, os curativos tiveram uma maior repercussao no século retrasado,
devido os procedimentos de primeiros socorros iniciados em 1859 pelo suico
Jean Henry Dunant. Este projeto foi apoiado pelo Napoledo Il de Franca, que
tinha o intuito de instruir pessoas das comunidades locais, principalmente
aguelas que viviam em estado de guerra (Soares, 2013).

Figura 1. Kits de cuidados médicos antigos: a-) Germoplast® (em destaque) e b-) seis

| Germoplast |

FIRST AID DRES

Fonte: James, 1954

O cirurgiao francés Ambroise Paré, em 1585 orientou o tratamento de
feridas quanto a necessidade de desbridamento, aproximacdo das bordas e
curativos. Lister, em 1884, introduziu o tratamento antisséptico. No século XX,

vimos a evolucédo da terapéutica com o aparecimento da sulfa e da penicilina.

18



Nos ultimos cem anos, o conhecimento a respeito do reparo das lesées
tem evoluido significativamente devido principalmente as descobertas da ciéncia
em relacdo a eventos fisiologicos e moleculares do organismo e
desenvolvimento de novos produtos (Broughton; Janis; Attinger, 2006). Os
avancos na pesquisa com células tronco (CT) e na engenharia de tecidos com o
uso de substitutos da pele e outros fatores associados sdo exemplos desse
progresso (Chua et al., 2016; Marques; Suzuki; Marques, 2017).

Atualmente existem muitas opc¢des para o tratamento das lesfes, tais
como curativos com varios tipos de cobertura existentes no mercado,
desbridamento de tecidos desvitalizados, revascularizacéo, aplicacdo local de
fatores de crescimento, oxigenoterapia e derme humana (dermagraft) (Haddad,
2005).

Por fim, 0 anseio no desenvolvimento de novos tipos de curativos justifica-
se devido principalmente ao custo elevado do tratamento hospitalar ou
ambulatorial. Por exemplo, o gasto médio anual nos Estados Unidos dedicado
ao tratamento do pé diabético é de US$ 18,7 bilhdes, devido a isso, muitos
pesquisadores e Centros de Pesquisa buscam estratégias para acelerar a
cicatrizacdo de feridas, de uma forma viavel, barata e sustentavel (Barros et al.,
2021).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Impacto financeiro das feridas nos sistemas de saude

O tratamento das feridas cronicas representa um grande gasto para a
saude publica. Considerando a necessidade de tratamento prolongado com
utilizacdo de produtos com precos significativos, 0os gastos apresentam muitas
vezes uma barreira para adesao correta ao tratamento.

O desenvolvimento de novas alternativas para a saude humana é
importante, tais como stents, curativos, préteses, implantes etc. Por exemplo,
somente nos EUA, as feridas dérmicas requerem cuidados intensivos e de longo
prazo, resultando altos custos para os sistemas publicos de saude, com um custo
anual estimado de US$ 28 bilhdes e US$ 32 bilhdes em produtos para tratamento
de feridas (Pegorin et al., 2020). Trabalho recente no Pais de Gales usando um
banco de dados integrado mostrou que 6% da populacéo tém feridas crénicas e
consomem quase £ 330 milhdes por ano, o que equivale a 5,5% do orcamento
do Servigo Nacional deste pais (Philips et al., 2016). No Reino Unido foi estimado
que anualmente 412 mil pessoas desenvolvem uma nova Ulcera de pressao (UP)
e a variacdo do custo para cura foi de £1,064 (Categoria I) até £10,551
(Categoria IV)(Bennett et al., 2004). Em Portugal, €9 milhdes foram direcionados
para tratamento das UP na Macronésia (Arquipélagos de Acores, Madeira,
Canérias e Cabo Verde), no ano de 2006. Esse custo correspondeu a 4,5% da
despesa publica da saude dos Acores (Grupo Investigacdo Cientifica em
Enfermagem, 2008). Outro estudo, realizado na Irlanda, para estimar o custo de
UP categoria IV, mostrou que €119 mil sdo gastos ao longo de um periodo de
cinco meses por paciente. Ainda nesse estudo os autores estimam que €250
milhdes sdo gastos por ano para gerir as UP em todos os locais de atendimento
da Irlanda (Gethin et al., 2005). No Brasil, foram identificados estudos que
estimaram o custo médio, por paciente, das UP com variacdo de R$98,90 a
R$180,00 por dia com aumento proporcional ao aumento do grau de destruicao
tecidual (Lima, 2011). Outro estudo realizado em Minas Gerais, identificou gasto
mensal que variou de R$915,75 a R$36.629,95. Os gastos anuais estimados
foram de R$445.664,38 desconsiderando gastos com recursos humanos (Costa
et al., 2015). Cortez et al., 2019, avaliaram os custos do tratamento de lesdes
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cutaneas na atenc¢do primaria a saude e concluiram que os custo do tratamento
com coberturas avancadas foi, aproximadamente, sete vezes inferior quando
comparado a modalidade com coberturas convencionais, representando uma
economia de mais de R$ 85.000,00, ressaltando que o tempo de tratamento na
modalidade com coberturas avancadas foi menor que o curativo com coberturas
convencionais e permitiu o retorno mais breve dos pacientes a suas atividades
laborais. Essa opc¢ao terapéutica ainda proporcionou maior disponibilidade de
tempo dos profissionais, visto que os curativos n&do séo realizados diariamente.
Os resultados desse estudo subsidiam a deciséo da gestdo municipal na adocao
de praticas mais eficazes e menos dispendiosas no cuidado de pessoas com
lesbes cutaneas.

Vale ressaltar que o Conselho Internacional de Enfermagem considerou
gue algumas tecnologias sao capazes de reduzir os custos, frente ao aumento
na eficiéncia e efetividade dos cuidados. Portanto, é importante investir no
desenvolvimento de estudo de feridas como um campo interdisciplinar a fim de
diminuir os gastos com esse tipo de tratamento, ajudar a gerenciar a saude

publica e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

2.2. Definicdo e Tipos de Biomateriais

Park e Lakes, 2007 definem que biomaterial é qualquer material
empregado na fabricacdo de dispositivos para substituir uma parte ou funcdo do
corpo de forma segura, confidvel, econdmica e fisiologicamente aceitavel. Trata-
se de uma definicdo geral, mas clara e coerente. Ja Hench (1980), definiu que
biomateriais tinham a finalidade de atingir uma combinacdo adequada das
propriedades fisicas do material com a do tecido reimplantado, com minima
toxicidade ao hospedeiro. Por fim, Williams (2009) conceituou biomateriais como
qualquer substancia que tenha sido engenheirada de modo que, sozinha ou em
sistemas complexos, seja empregada para conduzir, por meio do controle de
interacbes com componentes de sistemas vivos, o curso de determinada terapia
ou diagnadstico médico.

Pires et al (2015) relata que ha cerca de 300 mil produtos utilizados na
area de saude que sao biomateriais nesta ultima década. Dentre eles, estdo os
curativos, dispositivos para a liberacédo de medicamentos (na forma de adesivos,
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particulas ou transdérmicos), materiais implantaveis (como suturas, placas,
substitutos 0sseos, tendbes, telas ou malhas, valvulas cardiacas, lentes,
dentes), dispositivos biomédicos (como biossensores, tubos de circulacdo
sanguinea, sistemas de hemodidlise), 6rgdos artificiais (como coracédo, rim,
figado, pancreas, pulmdes, pele) e etc.

Os biomateriais podem ser classificados em quatro classes de acordo
com a compatibilidade que apresentam com os tecidos adjacentes: biotoleraveis,
bionertes, bioativos e bioreabsorviveis. Enquanto a natureza, os biomateriais sdo
classificados como: metélicos, poliméricos, ceramicos e compositos. Além disso,
a biocompatibilidade, biofuncionalidade e bioadesédo sao fundamentais, quanto
trata-se estes biomateriais como dispositivos médicos (Herculano, 2009).

Resumidamente, os biomateriais sédo produzidos de modo a facilitar a
interface entre sistemas bioldgicos, buscando tratar ou substituir um 6rgdo ou
tecido lesionado. Estes podem ser empregados de diferentes formas, variando
de acordo com o0 uso terapéutico, seja como scaffolds ou arcaboucos,
facilitadores do crescimento celular ou associados a compostos que promovam

a liberacéo sustentada em um alvo especifico, por exemplo.

2.3. Latex Natural (LN)

Dentre as plantas produtoras de latex, a mais conhecida e explorada
comercialmente é a seringueira (Hevea brasiliensis), uma planta originaria da
Amazobnia brasileira, porém gque vem sendo cultivada principalmente no sudeste
Asiético (Blackley, 1997).

O LN da seringueira é composto por uma complexa mistura de diferentes
componentes, incluindo macromoléculas. Um dos componentes majoritarios do
latex é o cis e/ou trans poli-isopreno. Outros constituintes presentes no latex
relatados em estudos fitoquimicos séo: polissacarideos, flavondides, lipidios,
fosfolipidios e proteinas. Comprovou-se também a existéncia de alcanos,
cetonas triterpénicas, triterpendides, agucares e acidos graxos (Uzabakiliho et
al.,1987). Sabe-se que o poli-isopreno é um dos componentes de todas as
espécies laticiferas, porém a elucidacdo dos outros constituintes necessita de
estudos mais aprofundados (Nascimento, 2006). O latex amoniacal ao ser
submetido a um processo de ultracentrifugacao, se divide em trés fases distintas
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(Figura 2), com os percentuais aproximados, em massa/massa do latex e com a
indicacdo dos principais constituintes em cada fase (Blackley, 1997):

* F1 — Fase superior, contendo as particulas de borracha (35 %):
elastdbmero, fosfolipidios e proteinas;

* F2 — Fase intermediaria, sendo o soro do latex (55 %): agua, proteinas,
componentes protoplasmaticos, ndo protoplasmaticos e eletrolitos;

« F3 — Fase de fundo, contendo lutéide (10 %): proteinas, lipidios,

carotenos e ions metalicos.

Figura 2. Fracionamento do latex (Hevea brasiliensis) através da centrifugagdo de alta rotacao
F1 (fase superior, contendo particulas de borracha), F2 (fase intermediaria, sendo o soro do
latex) e F3 (fase de fundo, contendo os lutdides)

Fonte: Autoria prépria

As particulas de borracha natural contém centenas de moléculas de
hidrocarbonetos que sdo envolvidas por um filme de proteinas e fosfolipidios,
que lhe confere carga negativa promovendo estabilidade coloidal das particulas.
O diametro das particulas de borracha pode variar de 5 nm até 3.000 nm,
chegando em alguns casos até a 5.000 nm ou 6.000 nm (Wisnhiewski, 1983).
Aproximadamente 27% do conteudo total de proteinas no latex recém coletado
estdo adsorvidas na superficie das particulas de borracha e acredita-se que
parte das proteinas estejam no interior das particulas (Rippel, 2005). Esta
camada de proteinas adsorvidas confere estabilidade as particulas de latex

estabilizado com aménia, devido a sua carga negativa.
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A presencga de longas cadeias de hidrocarbonetos nas moléculas de
fosfolipidios faz com que tenha forte atividade de superficie, sendo fortemente
adsorvidos na superficie das particulas de borracha: as cadeias de
hidrocarbonetos ficam ancoradas na borracha e os grupos de cabeca polar na
fase aquosa. Assim é possivel explicar a forte adsorcdo de proteinas na
superficie das particulas considerando que os fosfolipidios tém carga positiva,
enguanto as proteinas tém carga negativa, levando a associacdo ionica entre
dois tipos de moléculas (Rippel, 2005).

Os lutdides formam o segundo componente principal do latex de Hevea
brasiliensis. Eles séo constituidos de proteinas (sollveis e insoluveis),
fosfolipidios e sais minerais, ligados ou circundados por membranas e sdo, na
média, muito maiores em tamanho do que as particulas de borracha. Eles tém
de 2.000 a 5.000 nm de diametro, ligados por uma membrana de cerca de 8 nm
de espessura também com carga negativa (Blackley, 1997).

O conteudo dos lutdides é chamado soro B, contém varios cations,
principalmente célcio, magnésio, potassio, cobre e proteinas catidnicas que tem
acao floculante muito rapida sobre particulas de borracha no latex, resultando na
formacéo de microflocos. Os lutdides dissolvem quando o latex recém coletado
€ estabilizado com aménia, de tal forma que temos no latex amoniacal um
sistema de duas fases, constituindo das particulas de borracha e do soro
(Sethuraj e Mathew, 1992).

O soro do latex natural tem densidade de 1,020 g/cm? e contém diferentes
espécies quimicas como carboidratos, eletrdlitos, proteinas e aminoacidos.
(Blackey, 1997). Estes elementos sao absorvidos do solo, transportados na seiva
e participam de reacdes que envolvem a biossintese do latex (Pierre e Jean-Luc,
2003).

O latex é fonte de matéria-prima para a fabricacdo de vérios produtos
incluindo luvas, bexigas, preservativos entre outros, e mesmo sendo uma
borracha natural, o latex pode causar alergias graves. A alergia ao latex é uma
reagao do sistema imunologico, mediada por Imunoglobina E (IgE) as proteinas
(Hev b 1 a 14) encontradas no latex de borracha natural (Pierre e Jean-Luc,
2003).
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A partir do ponto em que se estabelece a relagéo entre as proteinas e os
processos alérgicos, iniciam-se pesquisas por tratamentos de varias formas
visando reduzir ou eliminar os efeitos alergénicos das proteinas do latex. As
formas testadas utilizam tratamentos com enzimas proteoliticas que hidrolisam
ou segmentam as proteinas em residuos menores e, ao mudar a forma quimica
e/lou a conformacdo estrutural da proteina, a inativam para suas reacdes
especificas como o0s processos alérgicos. Também séo realizados tratamentos
quimicos com surfactantes ou detergentes que lavam no todo ou em parte as
proteinas do sistema, e com reagentes alcalinos para saponificar as proteinas,
0 que também pode ter efeito positivo para extinguir ou atenuar o efeito adverso
das proteinas. Os processos fisicos como a centrifugacdo, mencionada
anteriormente, é realizada para reduzir as proteinas por arraste no soro aquoso.

Algumas manifestacfes alérgicas, ndo sdo causadas pelo latex, mas
pelos aditivos quimicos, como enxofre, tiurams, carbamatos, mercapto
benzatiazoles, aminas e tiocarbonatos utilizados para fabricacdo de alguns
materiais, como por exemplo, as luvas de procedimento comumente utilizadas
na area da saude (Raulf, 2014 e Gawchik, 2011). Estes aditivos ndo séo
utilizados na confeccéo das biomembranas para fins curativos, assim como as
amostras desse estudo que foram preparadas com o latex de borracha natural

nao vulcanizado, apropriado para aplicacao biolégica.

2.4 Aplicagdes biomédicas do LN

Desde sua descoberta como biomaterial, as membranas de borracha
natural, tem sido objeto de varios estudos, sendo suas propriedades fisicas e de
biocompatibilidade determinadas inicialmente em modelos animais (Frade et al.,
2001). Atualmente algumas membranas com este material tém sido empregadas
como proteses e enxertos meédicos, devido as suas caracteristicas de
biocompatibilidade e estimulo natural & angiogénese (Guryanov et al., 2016).

De acordo com a literatura, o latex da seringueira possui propriedades
indutoras de regeneracao tecidual, as quais foram constatadas em diferentes
estudos, tais como: cicatrizacao de feridas em tecidos cutaneos (Frade, 2003),

reconstituicdo de membrana timpéanica, regeneracéo de ossos (Herculano et al.,

25



2009; Ereno et al., 2010; Martins et al., 2010) e substituicdo de alvéolo dental de
ratos (Balabanian et al., 2006).

O LN apresenta baixo custo, sem risco de transmisséo de patdgenos e de
grande aplicabilidade clinico-social (Frade et al., 2001). Tais propriedades
elevam o potencial de reparacdo tecidual proporcionando consideravel
diminuicdo no tempo do tratamento e recuperacao tecidual (Mrué, 2000; Mruée,
1996). Frade et al., 2001, realizaram um estudo de grande impacto social
utilizando membranas de latex natural como material indutor da cicatrizacéo de
Ulceras diabéticas. A Figura 3 mostra uma ferida em estadgio avancado de

cicatrizacdo apos dois meses de uso continuo da membrana de latex natural.

Figura 3. Evolucdo da cicatrizacdo da Ulcera através da aplicagcdo da membrana de latex: A -
Aspecto inicial da ferida apresentando grande quantidade de tecido fibroso necrosado; B -
Aplicagdo da membrana de latex natural; C - Ferida apresentando redugéo do tecido fibroso
necrosado; D - Ferida em estagio avancado de cicatrizacao

Frade et al. (2010) pesquisaram possiveis reacdes alérgicas ao latex e
demonstraram que a biomembrana de latex € segura como curativo para Ulceras
cutdneas, uma vez que ndo foi observada a indugdo de reacdes de
hipersensibilidade entre os voluntarios de baixo e alto risco submetidos ao “patch
test”, nem entre os pacientes ulcerados usuarios da biomembrana. Herculano et
al. (2009), Ereno et al. (2010) e Romeira et al. (2012), referem que o latex natural
€ um material biocompativel com inUmeras aplicacfes, além de apresentar alta
resisténcia mecanica e baixo custo. Atrelado a estas vantagens Alves (2003),

mostrou que o latex possui a propriedade de formacdo de novos vasos
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(angiogénese). Embasada nessas razdes, Romeira et al. (2012) consideram que
o latex da H. brasiliensis € um excelente material a ser utilizado como matriz
sélida para o sistema de liberagéo prolongada.

O efeito das membranas de latex natural foi avaliada por Spin (2018)
sobre feridas em palato originadas da remocédo de enxerto gengival em
humanos, os resultados obtidos neste estudo ndo demonstraram diferencas
estatistica entre o grupo controle e o latex, porém no periodo de 3 dias pode se
observar nas bordas das feridas do grupo latex, um halo esbranquicado, o que
caracteriza um processo comum em fechamento de feridas, onde existe
proliferacéo epitelial na regido da injaria, fato que pode estar relacionado com a
capacidade angiogénica do latex.

Chagas (2020), estudou as propriedades cicatrizantes de dois
biomateriais: o latex natural e o colageno, criando uma biomembrana alternativa
para o tratamento de Ulceras por pé diabético e concluiu que as membranas de
latex e latex com colageno apresentaram caracteristicas que definem um bom
curativo e ndo causaram danos as células humanas.

Almeida (2019), relatou que o hidrogel de gengibre amargo é utilizado
para a cicatrizacdo de Ulceras por pé diabético, evitando a amputacao, pois une
propriedade anti-inflamatérias, analgésicas e vasodilatadoras.

Pesquisadores também desenvolveram membranas que uniram as
propriedades cicatrizantes e antimicrobianas da nanocelulose com as
propriedades de desbridamento da bromelina, uma protease encontrada no
abacaxi (Ataide et al., 2017).

Trabalhos cientificos realizados com a biomembrana natural de latex com
polilisina 0,1% em caes com defeito palatino, tornaram conhecidas suas
propriedades de favorecimento e aceleracdo do processo cicatricial, de
estimulacdo da neovascularizagdo, de crescimento tecidual organizado em
diferentes 6rgéos e tecidos e de biocompatibilidade. Silva e Maniscalco, 2013,
avaliaram a aplicacdo da biomembrana de latex em cées com defeito provocado
no palato e concluiram que a mesma foi um fator de aceleracéo do processo de
reparo, visto que os animais do grupo controle demoraram mais tempo para ter

o defeito totalmente fechado em relagéo ao grupo controle.
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Em outro estudo Carlos, 2017, utilizou a membrana de latex sobre o
defeito 6sseo, envolvendo a tibia e protegendo o coagulo sanguineo autdgeno
(Figura 4) e concluiu que a utilizacdo das membranas de latex aumentou o

volume 6sseo neoformado na regido do defeito.

Figura 4. Defeitos 6sseos preenchidos com coagulo de sangue autégeno (A), membrana de

latex cobrindo o terco médio da tibia (B), e radiografia do defeito 6sseo na tibia (C).

Fonte: Carlos, 2017

Ainda sobre a aplicacdo biomédica do LN estudos recentes tém
demonstrado que este material, tornou-se alvo de grande interesse no estudo e
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de substancias de
interesse farmacoldgico, sendo possivel ser empregado como em proteses e
enxerto devido a suas caracteristicas de compatibilidade biolégica e ligado ao
estimulo natural de promover angiogénese (Garms et al., 2017). A incorporacao
de compostos terapéuticos nas matrizes de curativo pode proporcionar a
liberacdo sustentada e localizada para a area da lesé@o (Guerra, et al., 2021)

Herculano, 2011 e Murbach, et al. (2014) estudaram a utilizacéo do latex
natural como matriz soélida na liberagdo sustentada de metronidazol e
ciprofloxacina, respectivamente.

Borges, et al. (2014) e Floriano et al. (2018) estudaram a liberagéo de
extrato natural da Casearia sylvestris e do cetoprofeno incorporado a matriz de
latex natural, respectivamente. Na literatura existem muitos estudos sobre o latex

com resultados satisfatérios que permitem a avaliacdo do seu emprego
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experimental em diferentes tecidos, devido as suas propriedades de inducéo da
neovascularizacdo. Existem evidéncias que sugerem o0 aumento da
vascularizacdo local e a reepitelizacdo das feridas devido a presenca de
proteinas no latex, conforme relataram Frade et al. (2001).

O trabalho desenvolvido por Silva et al. (2014) ilustra o potencial da
membrana de latex em aplicacdes de produtos inovadores. Neste trabalho eles
desenvolveram uma membrana feita de latex e propolis, um conhecido agente
com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Banskota
et al.,, 2001). Os resultados mostraram que a incorporacdo de propolis nas
membranas de latex conservou as caracteristicas mecanicas compativeis com
0s curativos, mostrando efetividade para aplicacfes biomédicas.

Miranda et al. (2018) avaliaram a incorporacao e a liberacéo de peptideos
utilizando a membrana de latex natural. A andlise da solucdo da liberagcédo
mostrou novos compostos, indicando a degradacdo do peptideo por enzimas
contidas no latex. Foi avaliado também a liberacéo de peptideo com sequéncias
menores e a degradagdo nao foi observada. Os resultados encontrados
indicaram que o uso da membrana natural de latex como matriz sélida de sistema
de liberacdo de peptideos sdo dependentes das sequéncias e devem ser
avaliados para cada sequéncia.

Floriano et.al. (2017), utilizaram membranas de latex para liberacdo de
cetoprofeno, um analgésico com potente atividade anti-inflamatéria. Os
resultados constataram que houve liberacdo de 60% do cetoprofeno incorporado
em 50h, concluindo ser um sistema promissor de liberacdo de medicamentos
gue pode ser utilizado para minimizar os efeitos colaterais adversos da alta dose
da entrega de drogas sistémicas.

O extrato de barbatiméo foi testado por Borges et al. (2015), usando a
membrana de latex como sistema de liberagédo, sendo possivel concluir que a
liberagédo dependeu da concentracéo final da solugéo do extrato.

Outro estudo realizado por Marcelino et al. (2018), elaboraram
membranas de latex com fluconazol incorporado, afim de estudar sua interacao,
liberacdo e suscetibilidade antifingica contra candida albicans. Os resultados
mostraram que a membrana foi capaz de liberar o fluconazol e inibir o
crescimento de C. albicans.
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Tanaka et al. (2021), desenvolveram um curativo a base de sulfadiazina
de prata e latex natural. O curativo mostrou-se biocompativel, aumentando a
proliferacéo celular e liberando 32,4% da sulfadiazina em 192 h.

Um adesivo natural de latex e glicerol foi desenvolvido por Barros et al.
(2019), para a diminuicao da dor e das fissuras no mamilo durante a lactacao. O
material desenvolvido apresentou alta capacidade de umidade e densidade de
poros e biocompatibilidade nos testes realizados com cultura celulares.

Outro teste realizado por Borges et al. (2022) com potencial para reparo
de feridas, demonstraram o0 uso do latex incorporado com o antibiético

metronidazol e nanoparticula de ouro, promissor para aplicacdes dérmicas.

2.5. Engenharia tecidual no reparo de lesdes cutaneas

A engenharia de tecidos € um dos campos da medicina regenerativa que
utiliza métodos para promover o crescimento de células através da manipulacao
de biomateriais, artificiais ou naturais, que fornecam o0 suporte para o
crescimento controlado em diferentes tipos de tecido. Fundamentalmente, os
biomateriais devem fornecer um ambiente que favorega a interagéo celular;
corresponder a uma matriz permeavel que permita difusdo de nutrientes, gases
e metabdlitos; e ainda, suporte mecanico, para a reposicao e regeneracao do
tecido (Serpooshan et al., 2010).

Os biomateriais devem exibir caracteristicas como a biocompatibilidade,
biodegradabilidade, capacidade de formatacdo, nenhuma reag¢do imunogénica e
forca estrutural adequada. Varios biomateriais vém sendo empregados como
alternativas para o reparo tecidual e nesta terapéutica estdo os polimeros, 0s
quais merecem destaque, os de origem naturais. Alguns exemplos de
biomateriais naturais incluem os polipeptidios, hidroxiapatita, acido hialurénico,
glicosaminoglicanas, fibronectina, colageno, gelatina, metacrilato de gelatina
(GelMA), quitosana e alginato.

Esses materiais tém a vantagem de ser de baixa toxicidade e baixa
resposta inflamatéria e podem ser combinados em compositos com outro
material natural ou material sintético, podendo ser degradados naturalmente
pelas enzimas (Chen et al., 2004). Como ja descrito, o latex e/ou suas fracdes
vem sendo aplicado na medicina como constituinte de biomateriais para o0 uso
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terapéutico e em 1998, a biomembrana de latex (BML) surgiu como elemento
promissor, pois além do baixo custo de obtencdo, a BML possui caracteristicas
fisico-quimicas que auxiliam na cicatrizacdo. Especificamente, Pegorin et al.
(2022) caracterizou o soro latex natural por técnicas fisico-quimicas e investigou
a biocompatibilidade por ensaios toxicologicos e teste de seguranca em larvas
de Galleria mellonella. Além disso, os pesquisadores observaram um efeito
proliferativo pronunciado em células de fibroblastos que pode ser explicado pela
presenca do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) como proteina revelada
pelo teste de Western blot (Pegorin et al., 2022). A Figura 5 mostra a aplicacéo
do soro do latex em diferentes concentragcbes nos animais alternativos, em
diferentes dias, onde esse aparato € interessante para triagem de novos

biomateriais.

Figura 5. Aparéncia visual da avaliacao da toxicidade de soro de latex em larvas de G.

mellonella em trés concentracdes (3, 5 e 10 mg/kg) apds 11 dias.

Fonte: Pegorin et al. (2022)

2.6. Angiogénese e Fatores de Crescimento

A formacdo de novos vasos se da através da vasculogénese ou da
angiogénese. Na primeira, a formagdo de novos vasos surge a partir de
hemangioblastos, células percursoras das células endoteliais, a segunda
decorre de vasos sanguineos pré-existentes, ocorrendo por quatro mecanismos

diferentes: brotacdo, intussuscepcdo (divisdo de estrutura vascular pré-
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existente), elongagdo/ampliacdo e por incorporagdo das células precursoras das
células endoteliais nas paredes dos vasos sanguineos. Sua regulacéo ocorre por
meio de moléculas pré-angiogénicas e anti-angiogénicas (Chung, 2011). Como
exemplo destas moléculas temos a angiopoetina (Angpt-1), através da interacao
com seu receptor (Tie-2), neutraliza a vaso dilatagdo enquanto a angiopoetina 2
(Angpt-2) desestabiliza a matriz extracelular através da degradacéo parcial, bem
como a ativacéo proteolitica de fatores de crescimento (Carmeliet, 2000).

A inducdo da angiogénese se deve a fatores como hipoxia, ph acido,
estimulos hormonais entre outros, resultando na sintese de fatores de
crescimento e citocinas que sao liberados na matriz extracelular migrando em
direcéo as células endoteliais (Chung, 2011).

Fatores de crescimento sdo proteinas produzidas por células do tecido e
sao responsaveis pelo fendmeno conhecido por “Comunicacdo Celular”
promovendo a proliferacdo, diferenciacdo e quimiotaxia, induzindo a migracao
de variadas células. Gragas a esta “comunicacdo quimica” existente entre as
células que o tecido desempenha a sua funcao.

Essas proteinas regulam direta e externamente o ciclo celular, ligando-se
a receptores localizados na membrana plasmatica de células epiteliais, tais como
os macrofagos, fibroblastos e queratinécitos, provocando uma cascata
bioquimica que além de produzirem os fatores de crescimento também s&o
ativadas por eles, atuando assim de forma autdcrina ou paracrina (Vermolena et
al., 2006; Balbino et al., 2005).

Muitos fatores de crescimento existem em varias isoformas, com diversos
tipos de receptores presentes nas feridas, o que aumenta a complexidade de
suas funcdes. Os fatores de crescimento sdo capazes de induzir efeitos em
multiplos tipos de células e provocam uma série de funcdes biolégicas em
diversos tecidos.

O efeito sinérgico de diferentes fatores tem uma consequéncia positiva na
cicatrizacdo (Metha e Fitzpatrick, 2007). De acordo com Lorenz e Longaker
(2006), o fator de crescimento (Figura 6), tem efeito benéfico no processo de
cicatrizacdo acelerando as taxas de cura em feridas normais ou, em alguns
casos, em feridas de dificil cicatrizacdo, como as feridas diabéticas (Man;
Winland; Plosker, 2001).

32



Figura 6. Mecanismos de comunicagéo celular promovido por fatores de crescimento
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Fonte: Cesaretti (1998)

Os fatores de crescimento se depositam na matriz extracelular de tecidos
normais na forma latente. Quando ocorre a lesdo e a matriz é destruida, os
fatores sdo liberados na forma ativada e, assim, ajudam no inicio e na regulacao
do processo de reparo, portanto a importancia, também, da matriz extracelular
na regeneracao das feridas (Marx, 2004).

Através do envelhecimento e por decorréncia de algumas doencas, a
producédo de fatores de crescimento é diminuida e, com ela, a fisiologia do tecido.

Varios peptideos com papel de fator de crescimento relacionados a
angiogénese ja foram purificados, entre eles o fator acido de crescimento de
fibroblastos (aFGF), o fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), a
angiogenina, o fator endotelial Il derivado das plaquetas (PD-ECGF), o fator
induzido por hipoxia (HIF-1), o fator de transformacéao do crescimento a e 3 (TGF-
a e TGF-B), o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), o fator de crescimento epidérmico (EGF), a
interleucina 1 (IL-1), a interleucina 2 (IL-2), o fator de cicatrizagdo/fator de
crescimento do hepatécito (SF/HGF) e o fator de permeabilidade vascular (VPF),
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atualmente chamado de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
(Paques, 1997).

Um dos principais fatores responsaveis pela angiogénese, com
importante acdo na proliferagdo, sobrevivéncia e migracdo celular, além de
mediar a permeabilidade vascular é o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e seus receptores (Pinho, 2005).

2.7. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGEF foi um dos primeiros fatores angiogénicos a serem identificados
e acredita-se ser o principal regulador da angiogénese, com acéo especifica para
células endoteliais.

Em 1983, Harold Dvorak e colaboradores foram os primeiros a identificar
esta glicoproteina por meio da purificacdo de células tumorais, ao perceberem
que esta melhorava a permeabilidade celular, sendo chamada de fator de
permeabilidade vascular (VPF). Posteriormente, em 1989, Ferrara e Henzel
identificaram a mesma proteina da qual Ferrara ja tinha purificado e sequenciado
em meio condicionado com células pituitarias bovinas e relataram que ocorreu a
proliferacdo das células endoteliais vasculares. Em 1990, ficou claro que as duas
proteinas eram a mesma, passando a ser denominada fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Roskoski, 2007).

Como um potente fator de permeabilidade, o VEGF promove
extravasamento do fibrinogénio plasmatico, levando a formacéo de escadas de
fibrina (Figura 7) que facilita a migracéo celular durante invasdo. Como um fator
de crescimento endotelial, o VEGF estimula a proliferacéo de células endoteliais,

induzindo o brotamento de novos vasos sanguineos (Kaseb, 2009).
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Figura 7. Mecanismo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na cicatrizagéo de
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A formacdo de novos vasos sanguineos € iniciada por condicbes de
hipdxia ou isquemia. Os baixos niveis de oxigénio levam ao acumulo de Fatores
Induzidos por Hipéxia (HIF-1) que estimulam a expressdo de fatores de
crescimento angiogénico (Lee et al., 2001). A familia VEGF é composta de sete
glicoproteinas; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e o fator
de crescimento placentario. Sdo mediados por trés receptores transmembrana
tirosina quinase, conhecidos como VEGFR (receptor do fator de crescimento
endotelial vascular) denominados: VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase 1 ou Fltl),
VEGFR-2 (fetal liver kinase, FIk1 ou KDR), VEGFR-3 (fms-like tyrosine kinase 4
ou Flt4) (Ferrara, 2003). Os dois primeiros sdo expressos predominantemente
em células endoteliais vasculares e 0 VEGFR-3 é expresso principalmente em
células endoteliais linfaticas. As neutrofilinas 1 e 2 (NRP- 1 e 2) também agem

como receptores para alguns membros da familia do VEGF (Capp, 2009).
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A funcédo principal que ambos os receptores (VEGFR-1 e VEGFR-2)
possuem no desenvolvimento do sistema vascular foi demonstrada em cobaias,
em estudos desenvolvidos no Instituto Samuel Lunenfeld em Toronto, no ano de
1995. Através dessas pesquisas, pode-se observar que a eliminacao dos genes
relacionados a ambos os receptores Flt-1 ou FIk-1 em cobaias resultou em
letalidade embrionaria (Ferrara, 2002).

Os varios membros da familia VEGF tem diferentes afinidades de ligacao
com cada receptor. O VEGF-A é o fator chave na inducdo da angiogénese, que
através da ligacdo ao receptor VEGFR-2 leva ao aumento da permeabilidade
vascular (Miyazawa, 2007).

O VEGF-B € expresso no coracao e musculatura esquelética, acredita-se
que seja importante no desenvolvimento cardiaco além de regular a
biodisponibilidade do VEGF-A competindo pelo receptor VEGFR-1 e NRP-1, ao
qual se liga (Roskoski, 2007).

O VEGF-C se liga com o VEGFR-3 e com o VEGFR-2, promovendo
também a angiogénese (Miyazawa, 2007).

O VEGF-D também se liga ao receptor linfatico VEGFR-3, induzindo a
linfangiogénese. Além disto, promove a disseminacéo de células tumorais para
os linfonodos (Young, 2008).

O VEGF-E conecta-se com o VEGFR-2, in vitro estimulando a quimiotaxia
e mitose celular, in vivo induz a angiogénese e aumenta a permeabilidade
vascular (Roskoski, 2007). O fator de crescimento mais recentemente
descoberto € o VEGF-F, proveniente do veneno de cobra, este fator se liga
somente com o VEGFR-2 e aumenta em até cinco vezes a permeabilidade
vascular (Matsunaga, 2009).

O VEGF, como citado previamente, poder ser induzido por varios fatores,
sendo a concentracdo celular de oxigénio um dos principais. Na vigéncia de
hipoxia, ocorre o aumento da quantidade de VEGF, de glébulos vermelhos e
fornecimento de oxigénio (Roskoski, 2007). A hipdxia induz a sintese de VEGF
através do fator indutor de hipoxia (HIF). HIFs s&o fatores de transcricdo
heterodimérico composto por duas subunidades, a e B. A subunidade HIF-1a é
regulada pelos niveis teciduais de oxigénio, sendo mantido em baixa quantidade
em condi¢des normais (Chung, 2011).
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A formacdo de vasos sanguineos requer uma ativacdo coordenada de
varios mediadores, no entanto a hiper expressdao do VEGF-A resulta em vasos
anormais, tortuosos, frageis, com propensdo a sangramento e exsudacao
(Bondke, 2011).

Além da hipoxia, véarios fatores regulam a expressao do VEGF, entre eles,
os fatores de crescimento PDGF (Muniz, 2009), o EGF (Raiser et al., 2009), o
TGF-B e também prostaglandina E (Simo, 2008).

2.8. Fator de Crescimento fibroblastico (FGF)

Os fatores de crescimento fibroblasticos (FGF — fibroblast growth fator)
regulam uma infinidade de processos no desenvolvimento, incluindo o
desenvolvimento embriolégico, homeostase e processos regenerativos (Marie,
2003).

A familia dos FGF é composta de 22 membros estruturalmente
relacionados (Ornitz, Itoh, 2001). Os FGFs possuem como caracteristica a
interacdo destes com a heparina e proteoglicanos que os estabiliza da
desnaturacao térmica, proteolitica e limita a sua difusibilidade. Esta interacao é
ainda essencial para a sinalizacao de seus receptores (Ornitz, 2000).

Dentre todos os FGFs, aqueles que vem demonstrando maior
potencialidade de participacdo no processo de reparo sao FGF1, FGF2, FGF4,
FGF7 e o FGF10 (Abraham, Klagsbrun, 1996). Em lesGes por queimaduras em
ratos, foi detectada a imunorreatividade na regeneracdo da epiderme para o
FGF2, acompanhada de formacéo de tecido de granulacao e renovacéao capilar
(Kibe et al., 2000). Este fator foi também detectado nas margens de queimaduras
em humanos.

Diferentemente do VEGF, o FGF-2 tem ac¢ao pleiotropica, estimulando o
crescimento tanto de células endoteliais, como de células da musculatura lisa,
fibroblastos e células tumorais (Folkman, 1992). Além de estimular o
crescimento, esse fator pode degradar a membrana basal pela ativacdo de
colagenases, gelatinases e proteases (Mignatti, 1989).

A demonstracao da participacdo do FGF7 no processo de reparo foi feita

por Guo et al. (1996). Posteriormente, foi verificado que seu RNAmM era
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predominantemente detectado em fibroblastos da derme e em tecido de
granulacdo de humanos e de camundongos (Marchese et al., 1995).

Os FGFs se ligam e ativam 4 tipos de receptores tirosino Kinase (Givol,
Yayon, 1992), designados como receptores de alta afinidade ao FGF (FGFRS).
O gene de cada um dos quatro FGFRs (FGFR 1 - 4) pode sofrer splicing
alternativo, dando origem a uma série de possiveis isoformas de FGFRs, com

afinidade variadas pelos varios FGFs.

2.9. Fator de crescimento transformante alfa (TGF-a) e fator de crescimento
transformante beta (TGF-B1)

O fator de crescimento transformador alfa (TGF-a) é secretado pelas
plaguetas, macrofagos e células epidérmicas e € responsavel pela angiogénese
e epitelizacdo (Campos, 2007). O fator de crescimento transformador beta (TGF-
B) constitui a superfamilia de mediadores locais que regulam a proliferagcéo e as
funcdes das células, sendo produzidos por plaquetas e macrofagos. O TGF- é
responsavel pela ativacdo dos fibroblastos a produzirem coldgeno e a
transformarem-se em miofibroblastos que promovem a contracdo da ferida
(Abegdo, 2014). Em mamiferos, a subfamilia TGF- é composta por trés
isoformas, denominadas TGF- B1, TGF- B2 e TGF- B3.

Dos fatores transformadores de crescimento, TGF- 31 é o mais importante
fator envolvido na reparacgdo, pois é regulado pelas células recrutadas para o
sitio da injuria. Juntamente com algumas citocinas antiinflamatérias, o TGF- 1
estimula subunidades de integrinas que facilitam a migracéo das células que véo
iniciar a diferenciagéo celular relacionadas com o reparo do tecido afetado
(Bernabeu, 2009).

A importancia do TGF- 1 na manutencdo da homeostasia tecidual foi
demonstrada por D’Souza et al. (1990), em um estudo empregando
camundongos knockout para este fator de crescimento. Uma vez adultos, pode
ser observada nos dentes destes animais a presenca de inflamacéo e necrose
difusas tanto em um tecido como em outro, além de um desgaste por atricdo
acentuado.

Todos os membros da familia TGF- 3 se ligam a receptores de superficie

celular tipo | e Il (TBRI e TBRII) que por sua vez formam complexos
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heteroméricos na presenca de ligantes dimerizadores. Sao descritos sete TBRI,
também nomeados ALKs (activin-like receptor kinases), bem como cinco TBRII
(Shi e Massague, 2003). Os ligantes soluveis se ligam primeiramente ao TBRII,
que é constitutivamente ativo. Em seguida, ocorre a incorporacdo de TBRI com
sua consequente fosforilagdo formando um complexo ligante-receptor ativado
(Kang et al. 2009). Na sequéncia, o TBRI ativado fosforila moléculas efetoras
downstream denominadas Smads. Esta familia de proteinas é responsavel pela
sinalizagdo intracelular de TGF- B. Os membros desta familia sdo bem
conservados e classificados em trés grupos: (i) R-Smads (Smads associadas a
Receptor), (i) Co-Smads (Smads Cooperadoras) e (ii) I-Smads (Smads
inibitérias) (Huminiecki et al., 2009).

2.10 Fisiopatologia da reparacéo tecidual

A reparacéao tecidual é um processo complexo, que envolve a organizacao
de células, os sinais quimicos e a matriz extracelular. Com o rompimento da
integridade tecidual, logo se inicia o processo de reparo, que compreende uma
sequéncia de eventos moleculares e celulares que objetivam restaurar o tecido
lesado. S6 durante a fase fetal o reparo de lesdes se da sem a formacéo de
cicatriz, ocorrendo perfeita restauracao do tecido pelo processo de neoformacéao
tecidual. Apés o nascimento, o organismo se torna limitado, e em algumas
situacdes, desencadeia a formacdo da cicatriz apés o reparo (Mendonca e
Coutinho-Netto, 2009).

Os mecanismos da cicatrizagdo em sequéncia ordenada de eventos
foram descritos por Carrel em 1910, e divididos posteriormente em cinco
elementos principais: inflamagéo, proliferacdo celular, formacdo do tecido de
granulacao, contracdo e remodelamento da ferida (Balbino & Pereira, 2005).

Ha trabalhos que dividem as fases de cicatrizagdo em trés ou quatro
fases. Recentemente, Clark reclassificou esse processo em trés fases divididas,
didaticamente, em: fase inflamatodria, fase de proliferacdo ou de granulagéo e
fase de remodelamento ou de maturacdo (Campos et al., 2007), descritas a

sequir.
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2.10.1 Fase de inflamacgéo

Apés a ocorréncia do ferimento, inicia-se a fase inflamatoria, com o
extravasamento sanguineo que preenche a area lesada com plasma e
elementos celulares, principalmente plaquetas (Werner e Grose, 2003). As
lesGes capazes de atingir profundamente o tecido cutdneo desencadeiam um
reflexo axénico que leva a vasoconstricdo transitoria com oclusdo dos vasos
injuriados. Passados alguns minutos, ocorre a vasodilatacdo e exsudacao dos
componentes plasmaticos ndo celulares através dos espacos entre as células
endoteliais.

O principal componente desse fluido é a fibrina, que tem a funcdo de
preencher os espacos teciduais, formando um tamp&o na tentativa de controlar
a hemorragia (Peacock, 1984) e formar uma barreira contra a invasao de micro-
organismos. O coagulo estabiliza as bordas da ferida e organiza uma matriz
provisoria necessaria para a migracao celular (Raiser, 2000; Werner e Grose,
2003). Essa matriz servira também, como reservatorio de citocinas e fatores de
crescimento que serdo liberados durante as fases seguintes do processo
cicatricial (Werner e Grose, 2003).

A resposta inflamatéria, que perdura cerca de trés dias, na qual ocorre a
migracdo sequencial das células para a ferida € facilitada por mediadores
bioquimicos que aumentam a permeabilidade vascular, favorecendo a
exsudacao plasmatica e a passagem de elementos celulares para a area da
ferida. Os mediadores bioquimicos de acédo curta sdo a histamina e serotonina e
0os mais duradouros sdo a leucotaxina, bradicinina e prostaglandina. A
prostaglandina é um dos mediadores mais importantes no processo de
cicatrizacdo, pois além de favorecer a exsudacgdo vascular, estimula a mitose
celular e a quimiotaxia de leucdcitos. Os primeiros elementos celulares a
alcancar o local da ferida sdo os neutréfilos e os mondcitos, com a fungéo de
desbridar as superficies da ferida e fagocitar as particulas antigénicas e corpos
estranhos. O pico de atividade dos polimorfonucleares ocorre nas primeiras 24-
48 horas apos o trauma, seguindo-se por maior aporte de macrofagos durante
os dois a trés dias seguintes.

O macroéfago ativado € a principal célula efetora do processo de reparo
tecidual, degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado,
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como colageno, elastina e proteoglicanas. Além desse papel na fagocitose de
fragmentos celulares, os macréfagos também secretam fatores quimiotaticos
que atraem outras células inflamatérias ao local da ferida e produzem
prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, afetando a
permeabilidade dos microvasos (Emining et al., 2007). Os macréfagos
produzem varios fatores de crescimento, tais como o PDGF, o TGF-(3, o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e o VEGF, que se destacam como as
principais citocinas necessarias para estimular a formacdo do tecido de
granulacdo e ativam os elementos celulares das fases subsequentes da

cicatrizacdo tais como fibroblastos e células endoteliais (Mencia-Huerta, 1993).

2.10.2 Fase de proliferacao

A fase de proliferagdo e reparo € caracterizada pelo aumento de
fibroblastos que migram para o interior do ferimento para sintetizar e depositar
colageno, elastina e proteoglicanos. Esta fase inicia-se por volta do 3° dia apos
a lesdo, perdura por 2 a 3 semanas e € o marco inicial da formacao da cicatriz.
Compreende: reepitelizacdo, que se inicia horas apos a lesdo, com a
movimentacdo das células epiteliais oriundas tanto da margem como de
apéndices epidérmicos localizados no centro da lesdo; fibroplasia e
angiogénese, que compdem o chamado tecido de granulacao responsavel pela
ocupacdo do tecido lesionado. Os fibroblastos produzem a nova matriz
extracelular necessaria ao crescimento celular, enquanto 0os novos vasos
sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular
local (Singer, Clark, 1999).

A necessidade de oxigénio para movimentacdo, migracao celular e
sintese proteica € responsavel pelo brotamento e crescimento neovascular da
periferia para o centro da ferida (Raiser, 2000).

A rede vascular se mantém quiescente, porém com a capacidade de
iniciar a angiogénese, principalmente durante a cicatrizacéo (Li et al., 1999). A
angiogénese esta presente em todo o processo de reparacgdo, independente do
tecido acometido pela injaria. E reconhecido como um fenémeno de grande

importancia para a reparagao dos tecidos. Os principais fatores estimuladores
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envolvidos sdo fatores de crescimento de células endoteliais e alguns fatores
qguimiotaxicos (Mrué, 2000).

A inducdo da angiogénese foi inicialmente atribuida ao FGF (Fator de
crescimento Fibroblastico) e subsequentemente, muitas outras moléculas foram
identificadas como angiogénicas, incluindo o VEGF, o TGF-B, a angiogenina, a
angiotropina e a angiopoetina-1. Além disso, a baixa tensdo de oxigénio e
elevados niveis de &cido latico e aminas bioativas, ativam o macréfago para a
produgcédo de fatores de crescimento, estimulando a angiogénese. Estudos
revelam que tecidos isquémicos e acometidos pela hipoxemia arterial, ou seja,
baixa concentragdo de O2no sangue apresentam atraso no processo de
cicatrizacdo. Dessa forma, a hipoxia tecidual controlada na superficie da ferida
parece ser fundamental para a angiogénese e, consequentemente, para uma
cicatrizacdo efetiva. Muitos autores demonstraram que o fator indutor de hipoxia
l-alfa (HIF-1 a), € um importante componente para a fechamento das feridas
cutaneas. (Garret et al., 1990)

Muitas proteinas parecem induzir a angiogénese de forma indireta,
estimulando a producdo de FGF e VEGF por macréfagos e células endoteliais,
indutores diretos da angiogénese (Mendonca e Coutinho-Netto, 2009).

A nova rede vascular expande-se para o centro da lesdo, dando a
cavidade lesional uma aparéncia rosada, chamada de tecido de granulaco. A
medida que o fluxo sanguineo e a oxigenacédo sao restabelecidos, o principal
fator desencadeador da angiogénese € reduzido e os vasos neoformados
comecam a diminuir (Neto, 2003).

O tecido de granulacdo consiste primariamente em vasos sanguineos
invasores, fibroblastos e produtos de fibroblastos, incluindo o colageno fibrilar,
elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos sulfatadas e néo sulfatadas, e
proteases. O tecido de granulacdo € produzido trés a quatro dias apés a leséo,
como um passo intermediario entre o desenvolvimento da malha formada por

fibrina e fibronectina e a sintese e reestruturacéo de colageno.
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2.10.3 Fase de maturacgéao

A Ultima fase do processo cicatricial € a maturacédo que comeca entre duas
e trés semanas apos a lesdo. Nela esta envolvida uma série de fatores, como a
contracdo da ferida e a remodelagdo da matriz de coldgeno. Uma vez que a
superficie proviséria de células epiteliais € formada, a migragcdo epitelial é
interrompida devido a inibicdo por contato (Raiser, 2000).

O fechamento ocorre por contracdo das paredes que margeiam a leséo.
Essa acdo é realizada pelos fibroblastos ativados, os quais se diferenciam para
miofibroblastos, que aproximam as margens da ferida, forcando as fibras de
colageno a se sobrepor e se entrelacar e, desta maneira, conferem o suporte
para a diminuicdo da leséo, que € influenciado pelo tamanho inicial da ferida,
formato, espessura dos tecidos circunvizinhos e forgas externas, como
movimento (Bojrab, 1982). Caso, o volume ou integridade tecidual sejam
reduzidos, a contracdo pode ser insuficiente para fechar a ferida, resultando em
granulacdo exuberante ou em superficie epitelial prematura. Nesses casos,
deve-se lancar mao do uso de enxertos ou implantes, para orientar as bordas da
ferida e facilitar a cicatrizagédo (Neto, 2003).

Muitas variaveis tanto de ordem geral como de ordem local também
podem influenciar esse longo e complexo processo cicatricial. Dos fatores gerais,
interferem a idade, o estado nutricional, alteracbes cardiovasculares e utilizagcéo
de drogas sistémicas. Dos fatores locais podem interferir: 0 ambiente mais ou
menos contaminado no qual ocorre a ferida, infeccdo sistémica concomitante,
uso de drogas imunossupressoras tépicas e ressecamento do leito da ferida
(Mandelbaun et al., 2003).

Por fim, Sun et al. (2014) descreveu os avangos na enxertia de pele e
tratamento de feridas cutaneas, na qual relata que as fases de proliferacdo séo
divididas em quatro estdgios: Hemodstase, inflamacdo, proliferagdo e
modelagem. A Figura 8 mostra as fases da cicatrizagéo, as linhagens celulares

e os fatores de crescimento.
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Figura 8. Detalhamento das fases de cicatrizacéo, com fatores de crescimento e linhagens

celulares.
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Fonte: Sun et al. (2014)

2.11 Mecanismos Antioxidantes

Estudos para determinagéo da capacidade antioxidante sdo cruciais para
avaliagdo de produtos naturais bem como para o entendimento das interagoes
entre oxidantes e espécies reativas de oxigénio. Muitos estudos tém avaliado o
potencial antioxidante de compostos fendlicos, os quais se destacam em relagéo
a outras classes de produtos naturais por neutralizar os danos oxidativos. Os
danos podem ocorrer quando ha um desbalanco entre a producéo de espécies
reativas de oxigénio e sua eliminacdo através dos sistemas antioxidantes. Esse
desequilibrio pode ocorrer quando ocorre a deplecao dos sistemas antioxidantes
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de defesa, resultando em lesbes oxidativas a macromoléculas e diversas
estruturas celulares que, se ndo forem reparadas, alteram a funcionalidade das
células, tecidos e 6rgéos (Cotinguiba et al., 2013).

As propriedades antioxidantes de substéancias de origem natural
apresentam varias perspectivas relacionadas ao cuidado da saude humana.

Embora ndo seja comum a utilizacdo de plantas medicinais como
antioxidantes, suas propriedades terapéuticas podem ser em parte devido a
capacidade que elas apresentam de neutralizar as espécies reativas de oxigénio
envolvidas no desenvolvimento de enfermidades para as quais as plantas sé&o
indicadas (Desmarchelier et al., 1999).

Espécies vegetais podem apresentar uma ampla variedade de moléculas
capazes de inativar radicais livres, tais com compostos fendlicos (acidos
fendlicos, flavondides, quinonas, cumarinas, taninos, etc), compostos
nitrogenados (alcaldides, aminas), vitaminas (E, C), terpendides (carotendides),
bem como muitos outros metabdélitos enddégenos que exercem acao antioxidante.
Existe uma relacdo direta entre a atividade antioxidantes e o conteudo de
substéancias fendlicas em plantas (Velioglu et al., 1998).

Heim et al. (2002), sugerem que a capacidade antioxidante de compostos
fendlicos é induzida principalmente por causa da localizacao de radicais hidroxila

e de ligagOes duplas.

2.12 Importancia da avaliacdo da hemocompatibilidade e
citocompatibilidade

Os ensaios de citocompatibilidade e hemocompatibilidade s&o
ferramentas essenciais na determinagcéo da seguranca associada ao uso de um
determinado biomaterial em diferentes tecidos ou 6rgaos.

A integragcdo com os tecidos e a capacidade de funcionalizagdo com
diferentes ambientes bioldégicos s&o caracteristicas importantes para 0s
dispositivos biomédicos, pois minimizam efeitos adversos. Avaliar as relacdes
entre as propriedades dos materiais e as reacdes que elas induzem, podem
ajudar a prever respostas precoces e efeitos a longo prazo. Com essa finalidade
sdo realizados ensaios in vitro por meio de cultura celular utilizando os
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biomateriais. Por meio da cultura celular é possivel avaliar parametros como
citocompatibilidade, toxicidade, adesao, proliferacdo celular, dentre outros.
Ensaios com sangue (avaliacdo de hemocompatibilidade) e bactérias também
ajudam a realizar uma melhor caracterizagdo dos biomateriais, pois estao
diretamente relacionados a outros efeitos indesejados como a formacgéao de
trombos e colonizacdo de microrganismos na superficie desses materiais
(Pulyala et al., 2017).

2.13 PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR) para analise da expressao
dos genes em estudo

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) est4 sendo
amplamente utilizada para investigacao biolégica, sendo extremamente Util na
determinacdo da expressao génica. Os crescentes estudos de andlise de
expressdo g@énica, em diversas espécies sob condicbes experimentais
especificas, vém propiciando o acumulo de informac¢des que permitem o melhor
entendimento de processos celulares e fisiolégicos. A qPCR distingue-se dos
outros métodos disponiveis para a expressao do gene em termos de preciséo,
sensibilidade e resultados rapidos, sendo estabelecido como o padréo ouro para
a analise de expressado génica. Essa tecnologia pode ser aplicada para estudos
além da expressdo génica, como: microRNAs, analise de SNPs, mutacdes
pontuais relacionadas a doencas, mecanismos imunes e de processos
metabdlicos dos organismos em geral. Dessa forma as fracfes F1 e soro do
latex, em estudo, foram avaliadas por meio de andlise de expressdo dos genes

associados a angiogénese.

2.14 Testagem de novos biomateriais em animais alternativos

Apesar de todos os esforgos na busca de métodos alternativos ao uso de
animais para experimentacao, os testes in vivo ainda apresentam importancia
para determinar a seguranca da aplicacdo de biomateriais, desde que
executados respeitando 0s preceitos e normas vigentes para experimentacéo
animal.

Dadas as discussbes a respeito de diretrizes e da legislacdo sobre
animais de experimentacéo, o Brasil aprovou a Lei no 11.794 de 8 de outubro de
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2008, conhecida como “Lei Arouca” que regulamenta o uso de animais em
pesquisas cientificas no pais. Contudo, no Brasil como em outros lugares, um
dos maiores desafios para os formuladores de politicas publicas € a
harmonizacédo das disposi¢coes legais, sem prejudicar a pesquisa (FILIPECKI et
al., 2011).

Desta forma, ratos (utilizados geralmente para se investigar o sistema
imunologico), coelhos (submetidos a testes cutaneos e oculares, além de outros
procedimentos), gatos (que servem sobretudo as experiéncias cerebrais), caes
(normalmente destinados ao treinamento de cirurgias), ras (usadas para testes
de reacdo muscular e principalmente, na observacao didatica escolar), macacos
(para andlises comportamentais, dentre outras coisas), porcos (cuja pele
frequentemente serve de modelo para o estudo da cicatriza¢éo), cavalos (muito
utilizados no campo da sorologia), pombos e peixes (que se destinam, em regra,
aos estudos toxicoldgicos), dentre outras varias espécies, sdo animais que
servem como modelo experimental do homem. Outro organismo utilizado em
testes para estudar o sistema circulatério e os efeitos colaterais das drogas, sao
os Blackworms (Lumbriculus variegatus), uma espécie de verme Oligoqueta.

Os oligoquetas aquaticos tém uma longa histéria de uso em bioensaios,
pois provavelmente foram os organismos coletados por Aristoteles e 0s primeiros
a serem utilizados, por ele, em testes de toxicidade, quando bioensaios
rudimentares foram conduzidos para verificar o efeito da agua salgada nesses
organismos (Chapman, 2001). A utilizacdo desse grupo em estudos de avaliacéo
de impacto ambiental cresceu muito e ja nas Uultimas décadas, com o
aprimoramento da ecotoxicologia, esses animais passaram a ter grande
potencial para serem utilizados como organismos testes.

Seeley et al. (2021) usaram L. variegatus: como um novo organismo de
invertebrado (in  vivo) para estudos farmacolégicos, onde ensaios
comportamentais foram realizados para medir o efeito de drogas sobre a
capacidade de movimentacao dos Blackworms. Adicionalmente, Ryan e Elwess
(2017) também examinaram a influéncia de farmacos nas taxas de pulsacdes
desses organismos em diferentes niveis de concentracdes (Figura 9), além de

duas novas formas de avaliar os Blackworms ao microscopio.
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Figura 9. Imagem da secdo transversal lateral dos Blackworms para verificacdo das ondas de

pulsacbes

Vaso sanguineo dorsal

Intestino Vaso lateral

Vaso sanguineo ventral Cordéo nervoso central

Fonte: Ryan, 2017

De acordo com Warren et al. (1998), Chironomidae e Oligoqueta sdo os
taxons mais indicados para se avaliar os efeitos de contaminantes no ambiente,
pois sua exposicdo a produtos quimicos ndo se da apenas pela coluna d’agua,

mas também pela ingestdo do sedimento.

2.15 Caracteristicas gerais dos Blackworms (Lumbriculus variegatus)

Os Blackworms (Lumbriculus varigatus) séo animais
invertebrados pertencentes ao filo Annelida, subclasse Oligoqueta e familia
Lumbriculidae. Eles séo encontrados na América do Norte, na Europa e norte da
Asia. A espécie também foi introduzida na Africa do Sul, Australia e Nova
Zelandia. Mais recentemente, foi encontrado na Patagbnia, Argentina, onde
diversas outras espécies exoticas se estabeleceram (Marchese et al., 2015).

No Brasil, ela foi introduzida no estado de Minas Gerais. Entretanto, a sua
introducéo e estabelecimento nos locais brasileiros em que foram encontrados

ainda néo séao totalmente compreendidos. A hipotese defendida por Marchese et
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al. (2015), é de que sua introducéo se deu a partir de lojas de peixes e aquarios,
uma vez que diversos oligoquetas sdo usados como alimento para peixes.

A espécie tem preferéncia por habitats rasos em margens de lagoas,
lagos, riachos e rios. Seus microhabitats favoritos incluem folhas e troncos em
decomposicéo, bem como sedimentos na base de vegetacdes emergentes e
musgos (Marchese et al., 2015). Em seu habitat, os Blackworms usam a cabeca
para perfurar sedimentos e detritos moles, enquanto que a parte caudal é
mantida proxima a superficie (Figura 10) formando um angulo reto que quebra a
tensdo superficial da &gua, essa postura conhecida como reflexos de v6o, parece

promover trocas gasosas mais intensas entre o ar e o vaso sanguineo dorsal.

Figura 10. Reflexos de vbo de Blackworms

Fonte: Autoria propria

Os Blackworms apresentam reproducdo sexuada (0 que é extremamente
raro) e assexuada por fragmentacéo com rapida capacidade de regeneracdo. A
cabeca e a cauda séo translicidas, mas facilmente distinguiveis. Nao possuem
coracdo, 0 sangue é distribuido por contracfes ritmicas do vaso sanguineo
dorsal que pulsa 0 sangue ao longo do corpo, segmento por segmento, da cauda
até a cabeca. Sdo animais triblasticos, possuem ectoderme, endoderme e
mesoderme. Como outros anelideos, os Blackworms tém sistema circulatério

fechado e possuem dois grandes vasos sanguineos, um dorsal e um ventral. A
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maioria dos segmentos do corpo dos Lumbriculus possuem pares laterais de
vasos pulsateis, cuja pulsacéo € coordenada com a do vaso dorsal. Pulsacbes
ao longo do vaso sanguineo dorsal (DBV) impulsiona o sangue através do
sistema circulatério. A parede do corpo do Blackworm é transparente, sendo
possivel visualizar a pulsacdo do DBV usando microscopia de luz (Lesiuk &
Drews, 1999). Esses vermes ndo possuem olhos, mas as estruturas sensoriais
presentes na parede corporal dos Lumbriculus incluem células fotossensiveis
primitivas, capazes de detectar a passagem de uma sombra.

S&o0 excelentes organismos para estudar a regeneragéo, regulacéo das
atividades reflexas, bioacumulacdo, ecotoxicidade, toxicidade de poluentes
ambientais e regulamentacdo de pulsacdes dos vasos sanguineos (Drewes e
Fourtner, 1990).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

Investigar a expressao e a acao biologica do latex sobre a atividade dos
fatores de crescimento FGF, VEGF e TGF em cultura de fibroblastos 3T3 e sua
biocompatibilidade em Blackworms (Lumbriculus variegatus).

3.2 Objetivos Especificos

- Identificar a presenga de grupos funcionais presentes nas amostras de
latex utilizando a analise da espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR).

- Avaliar da capacidade hemolitica da membrana de latex e das fracGes
F1 e soro do latex em hemacias.

- Avaliar a capacidade antioxidante e o teor de fenais totais da fragédo F1
e soro do latex.

- Avaliar a influéncia das fracfes F1 e soro e membrana do latex nas taxas
de pulsacBes em L. variegatus.

- Avaliar a citotoxicidade da membrana de latex e das fracdes F1 e soro
do latex em cultura de fibroblasto 3T3 e macrofagos J774.

- Desenhar as sequéncias de primers para serem utilizadas como
iniciadores na amplificacdo espécie-especifica por gPCR.

- Padronizar o método PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR) para
analise da expressédo dos genes em estudo.

- Avaliar os mecanismos envolvidos na cultura celular tratadas
topicamente com o latex natural da seringueira Hevea brasiliensis.

- Verificar a expressao de FGF, VEGF e TGF (importantes fatores de
crescimento) durante a cultura de fibroblastos 3T3.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho Experimental

O desenho experimental, apresentado na Figura 11, foi desenvolvido para
fins de ilustrar as etapas do projeto e facilitar a compreensédo das analises

realizadas.

Figura 11. Desenho experimental
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Fonte: Autoria prépria

4.2 Preparacao das Membranas de Latex Natural

O Latex Natural (LN) foi obtido da BDF Comércio de Produtos Agricolas
Ltda, Guarantd/SP e estabilizado com hidroxido de amobnia 0,7% (v/v de
borracha) para fornecer um pH 10, seguido de centrifugagdo a 8.000 rpm para
fornecer uma solucéo de 60% (v/v) de borracha e reduzir as proteinas presentes

no latex natural relacionadas a reacéo alérgica (Garms et al., 2017).
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As membranas de borracha natural foram preparadas a partir da solugéo
liquida de latex natural estabilizada com hidréxido de amdnio, conforme Figura
12. Na preparacdo das membranas foram utilizadas placas de Petri de 9,5 cm
de diametro interno e de fundo reto, para obter filmes de espessura uniforme e
controlada. Foi depositado 1mL da solucdo de latex sobre a placa de Petri e
deixada em temperatura ambiente por 24 horas para completa coagulacéo
(Tanaka et al., 2021).

Figura 12. Extracao de Latex da seringueira (Hevea brasiliensis) para producgéo das
membranas

Hidroxido de aménio

Membranas

™ Extracdo do Latex de Latex

Fonte: Autoria prépria

4.3 Obtencao do Soro e Fracdo F1 do Latex Natural

O soro e a fracdo F1 foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo
José de Mendonca do Instituto de Ciéncias Biologicas e Naturais (ICBN) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) seguindo o protocolo
proposto por Mendonca (2008).

Basicamente, o soro do latex teve seu pH corrigido para 9,0 e aplicado
diretamente na coluna cromatogréafica a temperatura ambiente e eluido com
tamp&o bicarbonato de aménio 0,01 M em gradiente descontinuo e crescente de
NacCl (0 M; 0,15 M; 0,25 M e 1,5 M de NaCl), com o fluxo empregado de 7 mL/min
e monitorado em espectrofotdmetro a 280 nm.

Por fim, as amostras soro e fragdo F1 foram diluidas em agua nas
concentracdes de 0,01%, 0,1% e 1% (v/v) e armazenadas em freezer - 20°C,

para posterior utilizac&o.
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4.4 Caracterizacdo fisico-quimica e biolégica do material

4.4.1 Analise por Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A caracterizacdo da composicdo quimica da membrana, da fracdo F1 e
Soro do latex foi realizada utilizando um equipamento de FTIR Bruker® Tensor
27 (Karlsruhe, Alemanha) operando na regido entre 4000-400 cm?, fonte de
laser HeNe e detector DLaTGS com resolucdo 4 cm™ e 32 varreduras. Para as

analises foi utilizado o método ATR, equipado com um cristal de diamante.

4.4.2 Ensaio de hemolise

A hemodlise é definida como o rompimento da membrana da hemécia,
causando a liberacdo da hemoglobina (Hb) e de outros componentes
intracelulares para o plasma (Figura 13). A Hb livre, por exemplo, apresenta alta
absorbancia em comprimentos de onda que variam entre 415 nm e 570 nm.
Dessa forma, a sua liberagcdo como resultado da ocorréncia de lise dos eritrécitos
provoca elevacao aparente na concentracdo dos analitos medidos nessa escala
de comprimento de onda, devido ao aumento da absorbancia medida dessas
amostras (Burns e Yoshikawa, 2002; Ismail e cols., 2005; Lippi e cols., 2005;
Rother e cols., 2005).

A Hb contém outros componentes que também podem interagir ou
competir com os reagentes do ensaio, bem como elevar a quantidade do analito
dosado, tais como proteinas estruturais, enzimas, lipidios e carboidratos
presentes no plasma ou soro analisado (Lippi e cols., 2005).
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Figura 13. Hemdlise identificada em uma amostra de sangue centrifugada caracterizada

através da intensidade da cor avermelhada do plasma.
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Fonte: Autoria prépria

A interacdo da membrana, da fracdo F1 e do soro do latex com as
hemécias foram estudadas por meio de ensaios hemoliticos, de acordo com
Borges et al. (2015) e Cesar et al. (2019), com algumas modificacbes. Neste
experimento, 3 mL de células sanguineas de ovelha (NEW PROV®, cdédigo:
1189, Parana, Brasil) foram usados com 3,8% (m/v) de citrato de sodio (Sigma-
Aldrich®, EUA) como anticoagulante (na proporcédo de 9:1, sangue: citrato). A
mistura foi lavada duas vezes com solucao salina 0,9% (p/v) e centrifugada a
1000 rpm por 10 min, descartando-se o sobrenadante.

As amostras da fracdo F1 e soro foram preparadas em trés concentracfes
(50%, 30% e 15%) a partir da solucdo estoque a 1% (v/v), em seguida 500 yL
das amostras e 500 pL da solucdo de eritrocitos a 5% (v/v) em solucao salina
0,9% (p/v) foram incubados a 37°C por 24 h. Membranas de 5mm de diametro
foram incubadas em contato direto com 1mL de solucdo 5% eritrocitos. As
amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 min e aliquotas de 100 uL do
sobrenadante foram pipetadas em microplacas de 96 pocos.

O controle negativo foi determinado com 500 uL de solucao salina 0,9%
(hemdlise 0%), enquanto o controle positivo foi usado com 500 pL de Triton X-
100 1% (v/v) em solucéo salina 0,9% (hemolise 100%).

A analise foi medida em leitor de microplacas (PowerWave Epoch2,

BioTek Instruments®, EUA) a 540 nm. Valores menor que 5% de hemdlise, foram
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considerados ndo toxicos nos experimentos. O experimento foi realizado em

triplicata e a taxa de hemolise (%) foi calculada usando a Equacéo 1.

Equacédo 1- Férmula para o calculo da hemolise expresso em porcentagem

T de hemblise (%) = (ABSamostra — ABSnc) 100
axa de hemolise (%) = (ABSpc — ABSno) x

onde ABS é a absorbancia das amostras, ABSnc é a absorbancia do controle
negativo e ABSpc € a absorbancia do controle positivo.

4.4.3. Ensaio de Atividade Antioxidante

4.4.3.1 Determinacéo da atividade Antioxidante através do método de sequestro
de radicais livres (DPPH)

Para determinacado da atividade antioxidante foi utilizado o método de captura
do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila, DPPH (Brand-Williams et al., 1995). Para
o preparo da solugéo de DPPH foi dissolvido 7,8 mg de DPPH em 100 mL de metanol
absoluto, que foi homogeneizado e transferido para um frasco mantido sob

refrigeracao e protegido da luz.

4.4.3.2 Preparo das solucdes de quercetina para obtencéo da curva analitica

A determinacdo da curva da quercetina foi realizada a partir do preparo da
solucéo estoque onde foi solubilizado 10,00 mg de quercetina em 10 mL de metanol.
Em seguida foram preparadas diluicbes seriadas, em triplicatas, nas concentracdes
de 10 ug/mL, 5 uyg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25 yg/mL, 0,625 pg/mL e 0,3125 ug/mL, utilizando
baldes volumétricos de 5 mL. A curva de calibracao foi construida a partir dos valores
de absorbancia a 517 nm de todas as solugdes, utilizando como "branco” 1mL de

metanol.
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4.4.3.3 Preparo das amostras F1 e Soro do latex para avaliagcdo da atividade
antioxidante

As amostras F1 e soro foram preparadas em triplicatas a partir da solucéo
estoque 1% (m/v) e diluidas para as concentrac¢des de 0,03 pug/mL, 0,06 pg/mL, 0,125
pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL. 500uL das amostras foram adicionados em tubos de
ensaio juntamente com 500uL da solu¢do de DPPH, cobertas com papel aluminio e
deixadas no escuro a temperatura ambiente. Apdos 30 minutos, foi medida a
absorbancia a 517 nm em espectrofotbmetro de UV-VIS. Para cada amostra foi
realizado um teste “branco” consistindo do volume da amostra (500 yL) e metanol (500
pL). O controle negativo, contendo 500 pL de metanol e 500 pL de DPPH, foram
medidos apds o0 mesmo periodo de incubacdo no escuro (30 minutos). O porcentual
de inibicdo do DPPH (ou a % da atividade antioxidante) foi calculado utilizando a
equacao 2 (Burda; Oleszek, 2001).

Equacédo 2- Férmula para inibicdo do DPPH expresso em porcentagem

Acn — Aa
% de inibicdo do DPPH = Txmo

onde Acn é a absorbancia do controle negativo e Aa é a absorbancia da
amostra/padréo.
A Figura 14 mostra a estrutura do DPPH antes e depois da reacdo com um

composto antioxidante (A-H).
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Figura 14. Mudanca da coloracdo do radical livre (DPPH) antes e depois da reacdo com um

composto antioxidante (A-H).
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NO; NO;
DPPH DPPH-H
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Fonte: Rufino (2007); Rezende(2010).

4.4.4 Dosagem de fendis

A quantificacdo de compostos fendlicos por espectrofotometria presentes nas
amostras envolve a reducgéo do reagente Folin-Ciocalteau com formag&o de complexo
azul. Tal coloragdo permite a determinagdo da concentracdo das substancias
redutoras, como pode ser visto na Figura 15.

As concentracdes para a determinacao de fendis totais foram realizadas a partir
da adicdo de 100 pL das amostras que foram inicialmente preparadas através de uma
diluicdo seriada, obedecendo a uma ordem decrescente das concentragdes (0,5, 0,25,
0,125, 0,06 e 0,03 pg/mL), sendo posteriormente adicionados 500 pL do reagente
Folin - Ciocalteau a 10% e 6 mL de agua deionizada. A solucao foi homogeneizada e
apos 3 minutos, 1,5 mL de carbonato de sédio a 20% (p/v) foi adicionado e o volume
completando 10 mL com agua destilada. As amostras permaneceram incubadas (120
minutos) a temperatura ambiente e sem a presenca de luminosidade. Apds esse
periodo as absorbancias das amostras foram lidas a 765 nm utilizando como branco

agua deionizada. Como padrao para o teste foi utilizado o acido galico (AG) a fim de
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que seus valores sirvam de comparacdo para a determinacdo dos compostos
fendlicos presentes nas solucdes, expressos a partir da quantidade de AG presentes
em cada miligrama da amostra em estudo (Singleton et al., 1999). A média das leituras
dos testes foram obtidas através dos resultados expressos em microgramas de AG

por miligramas da amostra.

Figura 15. Dosagem de fendis totais empregando o reagente Folin

Fonte: Autoria propria

4.4.5 Cultura celular

Foram selecionadas duas linhagens para realizacdo da cultura celular:
fibroblastos (3T3, Mus musculus) e macréfagos (J774, Mus musculus) obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ/UFRJ.

Sob condicdes estéreis, as linhagens 3T3 e J774 foram descongeladas
em banho-maria a 37 °C e as células foram ressuspensas em 9mL do meio
DMEM incompleto em Falcon de 15 mL para retirada do DMSO do meio de
congelamento. O tubo foi centrifugado a 1200 rpm por 7min e o sobrenadante foi
descartado, vertendo o tubo, e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de solucao de
antibiotico/antimicoético (penicilina 10.000 U, estreptomicina 10.000 pug e 25 ug
de anfotericina B) (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos). Em seguida as células
foram transferidas para a garrafa de cultivo celular de 75cm?2. As células foram
mantidas em estufa imida a 37°C e 5% de COo..

Apos atingir 80% de confluéncia, a monocamada foi ressuspensa em
solucéo de tripsina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos), incubada a 37°C durante
2 minutos, seguida pela paralisacdo da reacéo pela adicdo de DMEM completo.

O volume da garrafa foi plaqueado novamente, representando a segunda
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passagem, para continuacao do cultivo celular. Apés a tripsinizacao, as células
foram contadas em Camara de Neubauer para utilizacdo nos testes de

viabilidade celular.

4.4.6 Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado por contato direto com as
linhagens 3T3 (fibroblastos) e J774 (macréfagos). Essas linhagens foram
plagueadas em microplacas de 24 pocgos, aproximadamente na densidade de
4x102 células/pogo, com volume de 400 pL de meio de cultura completo, em
triplicata. As placas foram incubadas a 37°C, em estufa com 5% de COg,
permanecendo por 24 horas para aderéncia e crescimento confluente (Tanaka
et al, 2021).

Apbs esse periodo observou-se a aderéncia das células e entdo, foi
retirado todo o volume do meio de cultura e adicionou-se 400 uL das solucdes
teste, contendo a fracdo F1 e o soro do latex nas seguintes concentracdes:
0,01%, 0,1% e 1% (v/v). A membrana também foi utilizada para os testes de
citotoxicidade celular por contato direto. Foram utilizados um controle positivo
contendo células e meio de cultivo DMEM e para controle negativo ao meio de
cultura foi acrescido 50% de DMSO.

As placas foram incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO:2 durante o
periodo de 24, 48 e 72 horas. As membranas de 6 mm de diametro foram
esterilizadas por luz ultravioleta por 20 minutos de cada lado e colocadas sobre
a cultura pelo mesmo periodo de contato, 24, 48 e 72 horas em meio completo.
Apés cada intervalo de tempo de incubacéo as amostras foram retiradas, e em
seguida os poc¢os foram lavados com 300 pL de solu¢éo tampéo PBS, e colocou-
se 200 pL de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina],
na concentracao final de 0,5 mg/mL, deixando-as incubadas sob as mesmas
condi¢cBes anteriores por um periodo de 1h.

ApOs esta etapa retirou-se o MTT, adicionou-se 400 microlitros do
solvente DMSO e incubou-se por 15 minutos as amostras no escuro para a
solubilizagdo dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia, diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis, foi realizada utilizando o leitor de
microplaca (PowerWave Epoch 2, BioTeK Instruments, EUA, com programa
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versdo 2.09.1) no comprimento de onda de 570nm. Os dados foram
normalizados utilizando o porcentual relativo ao controle positivo de células

(Equacéo 3), para posterior extracdo do RNA (Pegorin et al, 2021).

Equacédo 3. Expressdo empregada na normalizacdo dos dados obtidos nos ensaios de MTT

ABS — Absorbancia do branco

% Viabilidade celular = 100

ABS pc — Absorbancia do branco *

onde ABS é a absorbéancia das amostras e ABS pc é a absorbéancia do controle

positivo.
4.4.7 Avaliacdo da expressédo génica dos fibroblastos

4.4.7.1. Extracao de RNA

A extracdo do RNA total das amostras de fibroblastos foi realizada
utilizando o reagente Trizol® (Sigma), de acordo com o protocolo estabelecido
pelo fabricante. Apds o tratamento das culturas de fibroblastos com a fracéo F1,
0 soro e a membrana do latex, o meio de cultura foi removido das placas e estas
foram lavadas trés vezes com 5 mL de PBS. Posteriormente foram adicionados
3 mL do reagente Trizol® em cada placa de Petri, e ressuspenso varias vezes
até a perda da viscosidade. Em seguida as células foram transferidas para 3
microtubos de 1,5 mL.

Para essas células recolhidas foram acrescentados 250 uL de cloroférmio,
e a mistura foi agitada em vortex por 15 segundos e posteriormente incubados
por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo os tubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Ap0s este processo, a mistura
foi separada em trés fases: a fase fendlica (inferior) de cor avermelhada séo as
proteinas, uma interface em fina camada de cor branca sendo o DNA, e uma
fase aquosa superior, onde encontra-se 0 RNA. A fase superior foi transferida
para um microtubo identificado, onde foi adicionado 500 pL de isopropanol para

promover a precipitacdo do RNA.
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As amostras foram agitadas manualmente e incubadas em gelo por 10
minutos. ApGs este periodo foi realizada uma centrifugacéo a 14.000 rpm por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet, observado no fundo,
foi lavado com 1mL de é&lcool etilico 75% gelado e as amostras foram novamente
centrifugadas a 9000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e 0s microtubos foram mais uma vez centrifugados a 9000 rpm por 1 minuto a
4°C para a retirada do restante de alcool etilico 75%. Os pellets foram
ressuspensos em 30 pL de &4gua tratada com inibidor de RNAse,
dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1%, seguido da quantificagdo do RNA. As

amostras foram armazenadas em freezer -80 °C.

4.4.7.2 Quantificagdo de RNA

A concentracdo e pureza do RNA total extraido foram avaliadas com
auxilio do leitor de microplaca (PowerWave Epoch 2, BioTeK Instruments, EUA,
com programa versao 2.09.1). A quantificacdo foi realizada por medida das
absorbancias das amostras obtidas nos comprimentos de onda de 260 nm,
especifico para quantificacdo de acidos ribonucleicos, e 280 nm, especifico para
quantificacdo de proteinas, e a contaminacdo das amostras por proteina foi
avaliada através da razdo das absorbancias a 260 nm e 280 nm (A260/A280).

As amostras foram consideradas apropriadas quando o valor obtido para
a razao A260/A280 estava entre 1,7 e 2,2.

4.4.7.3 Gel desnaturante para anéalise de RNA

Apbs a extracdo e quantificacdo, a qualidade (integridade) do RNA foi
analisada por eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,5% (m/v) contendo
tampéo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x, solucéo de hipoclorito 2,0% e corado com
solucdo de brometo de etideo. Foi aplicado no gel 1,0 uL do RNA extraido com
4 yL de H20 DEPC e 1,0 yL de azul de bromofenol.

A corrida em gel de eletroforese para migracdo do RNA ocorreu sob
tensdo de 120 V durante 30 minutos. Ao término da eletroforese, as bandas 28S
e 18S do RNA ribossémico foram visualizadas em transiluminador sob luz UV
(Sambrook, 2001).
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4.4.7.4 Sintese de cDNA

Apoés a confirmacédo da integridade das amostras de RNA, o cDNA foi
sintetizado a partir do RNA total usando o kit de transcricdo reversa de alta
capacidade (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit), de acordo com os
volumes apresentados na Tabela 1. Uma aliquota equivalente a 2ug de RNA
total de cada amostra foi usada na reacao, conforme as instru¢des do fabricante.

O volume foi ajustado para 10 uL com agua tratada com DEPC.

Tabela 1- Reagentes e respectivos volumes utilizados na reagdo de transcri¢ao reversa

Componente Volume
10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP Mix (100mM) 0.8 pL
10X RT Random Primers 2.0 uL
Nuclease-free H20 4.2 uL
MultiScribe TM Reverse Transcriptase 1.0 pL
Total da reagéo 10.0 pL

Seguiu-se 0 seguinte protocolo experimental, recomendado pelo
fabricante do Kit: Em microtubos de 0,2 mL foram pipetadas 10 pL do mix e 10
puL de RNA total, completando o volume final do tubo para 20uL. A reacao foi
incubada a 25 °C por 10 minutos e 37 °C por 2 horas, apdés essa ciclagem a
enzima foi inativada a 85°C por 5 segundos e finalmente as amostras foram
armazenadas em freezer a temperatura de -80°C aguardando o inicio da reacao
de gPCR.
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4.4.7.5 Desenho de primers

As sequéncias alvo das proteinas FGF, TGF e VEGF foram obtidas na
base de dados do NCBI (National Center For Biotechnology Information). Através
do programa Blast (Basic Local Alignment Search Tool), diferentes sequéncias
foram alinhadas e comparadas para que fosse possivel reconhecer a regido de
maior similaridade entre a espécie pesquisada. Uma vez reconhecida a regido
gue guarda maior semelhanca entre as espécies (regiao conservada) pode-se,
entdo, utiliza-la para o desenho dos primers.

Os primers foram desenhados no programa PerlPrimer observando
alguns parametros como critérios de inclusdo ou exclusdo. A regido escolhida
deveria apresentar cerca de 20 nucleotideos e a porcentagem ideal de GC
deveria estar entre 40% e 60%. O limite minimo de 40% permite que o primer se
ligue ao alvo com maior estabilidade e o limite maximo de 60% evita a elevacao
da temperatura de anelamento. Preferencialmente, uma base C ou G deve
compor a extremidade 3’ do primer, por ser esta a extremidade na qual a enzima
polimerase inicia a extensdo do primer. O pareamento C-G é mais estavel em
relacdo ao pareamento A-T, portanto, espera-se que a polimerase inicie o
processo de sintese mais eficientemente neste caso. As regides com muitas
adeninas e timinas foram evitadas para ndo haver a diminui¢do da temperatura
de dissociacao (Wang; Seed, 2003).

A validagéo final foi feita com o uso do programa GeneRunner verificando
a possivel formacdo de self dimeros, hetero-dimeros e harpin. Na analise de
dimeros, os primers ndo poderiam apresentar energia livre de Gibbs abaixo de -
9 Kcal/mol?, ou muitas bases complementares. Na andalise de Harpin, além dos
valores de AG, foi verificada a temperatura de melting que possibilitasse o auto
anelamento, sendo recomendado valores inferiores a 50 °C (Sambrook, 2001).

A temperatura de melting foi calculada estimando-se que os valores entre
cada par de primers fossem préximos, visando posteriormente estabelecer uma
média na padronizacdo da PCR. As temperaturas ndo poderiam ser tao
divergentes, sendo que no caso de alta variagcdo, foram excluidas ou
acrescentadas algumas bases na sequéncia do primer, até se obter um resultado

satisfatorio. Apos o desenho dos primers descritos na Tabela 2, foi realizado a
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analise in silico dos diferentes primers para verificar a confiabilidade e

sensibilidade dos mesmos.

Tabela 2- Primers desenhados para os genes de interesse

Localizacdo | Gene Sequéncia Tamanho | Tm°C
Chr 17 VEGF (F) | CTCGCGCTCCCTCTCCGGCTC 21 57.6
Chr 17 VEGF (R) | GCGCGCGGCTGGAGCACTG 19 57,6
Chr5 FGF (F) GCTCAACCAGAGGAAGACCGCCC 23 55,7
Chr5 FGF (R) TCCCGAGTTCCCCACAAGATACATTTC 27 55,7
Chr7 TGF (F) GGCCTCCGCATCCCACCTTTG 21 55,7
Chr7 TGF (R) AGCGCATCGAAGCCATCCGTG 21 55,2

Fonte: Autoria prépria

4.4.7.6 Expressao Génica e Analise estatistica

As reacdes foram realizadas no equipamento ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems), instalados no Nuacleo de Gendmica funcional da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. O método gPCR requer uma
série de padroniza¢cBes para que 0s experimentos a serem realizados ocorram
com alta eficiéncia, uma delas é a eficiéncia de ampliacdo dos primers, descrita
no préximo tépico.

As reacdes foram realizadas em triplicatas para cada amostra e a
normalizag&o e quantificagéo relativa da expressao génica foram realizadas pelo
método de 2-4ACT (Livak; Schmittgen, 2001). Dessa forma, os dados sdo
representados como diferenca na expressédo génica relativa a GADPH (gene
referéncia) para os genes VEGF, FGF e TGF, que foram normalizados,
baseados na eficiéncia dos primers e na analise estatistica realizada com os
valores do ciclo threshold (Ct). Os dados obtidos foram analisados pelo teste T
de Student, sendo considerados resultados estatisticamente significativos o0s

valores de p<0,05.
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4.4.7.7 Curva de eficiéncia de amplificacdo das amostras e do gene
referéncia

Para obter a curva de eficiéncia de amplificacdo da reacdo de PCR
quantitativa foram realizadas para cada gene, tanto para o gene-alvo como para
0 gene referéncia, reacdes utilizando um pool de cDNA das amostras (F1, soro
e membrana) em 3 diluicbes, nas concentracbes de 2,5 ng, 5 ng e 10 ng. As
reacoes foram realizadas em triplicatas e os ciclos de amplificacdo foram: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 1
minuto a 60°C para anelamento e extensdo. Apdés a qPCR, de posse dos Cts
meédio calculados a partir das tréplicas, procedeu-se a andlise de regresséao dos
valores de Ct em funcao das concentracdes do cDNA para obtencéo do slope da
equacao. O valor do slope foi utilizado para calcular a eficiéncia de amplificagéo
da reacéo, conforme equacao 4:

Equacdo 4. Formula para célculo da eficiéncia da PCR

E=-""1 %100

slope—1

A curva padréo foi obtida pela regresséo linear do valor do clico de
amplificacéo Ct sobre o log da quantidade inicial de cDNA. O coeficiente angular
da curva padrédo de -3,32 indica uma reacdo com 100% de eficiéncia. Foram
consideradas eficientes as reacdes em que as eficiéncias de amplificacdo do
gene alvo e do gene referéncia sejam muito proximas, com tolerancia de +10%
de variacdo (Livak, 2001).

Conforme o valor do slope encontrado para cada amostra, a concentracao
de 10ng/microlitros do cDNA e 100 ng/microlitros da concentracdo dos primers
apresentaram melhor eficiéncia e foram escolhidas como padréo para todas as
corridas de gPCR.

4.4.8 Influéncia da membrana e das fracdes F1 e Soro do latex nas taxas de
pulsacdes em Blackworms (Lumbriculus variegatus)
Para a realizac&o desse ensaio foi determinado a taxa de pulsacgéo basal

dos Blackworms antes da realizacdo dos testes. Os Blackworms foram
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selecionados conforme o tamanho, 4 cm, e transferidos para os béquers com o
auxilio de uma pipeta Pasteur. A membrana natural de latex e duas
concentracOes diferentes foram utilizadas, 0,01% e 0,1% (v/v) das fracGes F1 e
soro do latex para determinar a influéncia na taxa de pulsacao.

Foram testados em 50 mL de solu¢do expondo 3 organismos por tréplica e apos
o periodo de incubacao de 15 minutos, 30 minutos e 1h, foi avaliada a pulsacao
basal (Figura 16).

Para observacdo do vaso sanguineo dorsal, os Blackworms foram
transferidos para uma lamina e levemente comprimido sob uma laminula para
restringir o movimento. Evitou-se tentativas mais agressivas de imobilizacdo dos
Blackworms, pois sdo propensos a autotomia (Lesiuk e Drewes, 1999) e o seu
manuseio prolongado em ambientes secos levam a diminuicdo da taxa de
pulsacdo do vaso sanguineo. Portanto, as observacdes foram restringidas até
os dois primeiros minutos e os Blackworms foram descartados apos observacéao.
Esse teste enfatiza como varias substancias podem afetar a taxa de pulsacao

nos Blackworms em diferentes niveis de concentracdes.

Figura 16. Taxa de pulsagdo do vaso sanguineo dorsal de Lumbriculus variegatus em
amostras de latex natural. A exposi¢do a longo prazo das amostras, aumentaram a frequéncia

de pulsacéo (B)

Pulsagéo

Latex Natural

Amostras Lumbriculus variegatus

Controle

Membrana de latex Soro do Latex
natural e Fracdo F1

A

Os ensaios foram realizados em local com pouca luminosidade,

Fonte: Autoria prépria

mantendo-se a temperatura entre 22 e 24 °C e pH constante entre 6,9 e 7,1.
Sabe-se que a temperatura influencia a toxicidade das substancias, sendo um
fator de extrema importancia para os ensaios, além de influenciar a biologia

reprodutiva e crescimento da espécie.

67



4.4.9 Analise estatistica

A partir dos dados obtidos nos ensaios de MTT das células de fibroblastos
e macrofagos, foram realizadas andlises estatisticas para comparar
estatisticamente o comportamento do controle positivo com as células que
estiveram em contato com a membrana de latex e as frag6es F1 e soro do latex.
As andlises estatisticas foram realizadas com no Software PAST (verséo 4.07).
As variacOes estatisticas entre os grupos foram determinadas com a analise one-
way Anova (variancia para multiplas comparagdes), seguida por teste Tukey. Os
resultados que representaram diferenca estatistica adotaram valores minimos
de p <0,05.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é
uma ferramenta analitica universal para avaliacdo de uma ampla gama de
materiais (Dole, 2011), sendo uma técnica fundamental para caracterizacédo de
materiais poliméricos e biopolimeros (Barrios et al., 2012) e tem sido
amplamente utilizada para caracterizacdo de materiais (por exemplo, latex,
silicone, poliuretano) submetidos a diferentes tratamentos fisico-quimicos quanto
a hemocompatibilidade e biocompatibilidade. O graficol apresenta as bandas de
absorcéo para o espectro de FTIR da membrana de latex, soro e fracdo F1. As
bandas encontradas sdo semelhantes as encontradas na literatura para o cis-
1,4-poliisopreno: 835, 1127, 1375, 1448, 1663 e 2912 cm™ (Galiani, 2010). A
transmitancia na regido de 3285 cm é caracteristica de pontes de hidrogénio
em proteinas.

As bandas de absor¢do encontradas de 1631 cm?, 1562 cm* sad bandas
relacionadas com a estrutura das proteinas, como as bandas de amida, amida |
em torno de 1620 a 1700 cm™ e amida Il em torno de 1520 a 1580 cm (Rolere
et al., 2015), que se referem ao alongamento C = O (amina I) e alongamento C-
N e dobra N-H (amina Il). Esses resultados estdo de acordo com os relatados
por varios autores, que identificaram bandas caracteristicas das amidas | e Il no
soro do latex de Hevea brasiliensis (Gemeinder et al, 2021). Trabalhos anteriores
sobre o soro de latex mostraram que uma banda larga intensa entre 3200 e 3500
cm? indica a sobreposicdo dos grupos OH e N-H descendentes do grupo amina
(Kerche-Silva et al., 2018; Kong; Yu, 2007).
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Gréfico 1. Espectros de FTIR da membrana, fragdo F1 e soro do latex de Hevea brasiliensis
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Comparando as bandas encontradas no soro de latex e na membrana,
pode-se notar que 0 soro possui as bandas caracteristicas de proteinas que
compde o conteudo proteico do latex natural, mas estdo presentes em uma
concentracdo mais baixa (diluido) devido a presenca de outras substancias
(como carboidratos, lipidios e componentes da borracha, poli-isopreno).

A regido entre 1700-1500 cm apresentou-se muito semelhante entre o
Soro e Fracdo F1. No espectro da fracdo F1 foi detectada uma banda em 891
cm® que é atribuida ao grupo metil, ausente no soro. Nota-se no espectro do
soro a auséncia de varios picos referentes ao isopreno, pois no processo de
centrifugacéo as particulas de borracha migram para o topo, deixando a fracao
do soro extremamente limpida contendo diferentes espécies quimicas como
carboidratos, eletrolitos, proteinas e aminoacidos. A regido do espectro, de 1800
a 600 cm? é de maior interesse, pois contém bandas caracteristicas que

permitem avaliar a presenca de grupos funcionais devido a grupos carbonilicos
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como ésteres, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e amidas (Borges et al,
2015).

5.2 Ensaio de Hemoélise

O ensaio de hemdlise € considerado um importante teste de triagem que
investiga as propriedades hemoliticas in vitro de biomateriais. Os resultados

obtidos nos ensaios hemoliticos estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Taxa de hemolise (média + desvio padréo) em diferentes concentragfes da fragao
F1 e soro (15%, 30% e 50%) e membrana de latex

Amostras Concentracdes e Taxa de hemolise
15% 30% 50%
FECCISAN 0.18+0.01° 02+001° 0.21+0.01°
Soro 02+0.01° 023+£001° 0.23+0.01°

Membrana 0.57+0.02°

Letras iguais indicam similaridade estatistica entre as amostras p> 0,05)

Fonte: Autoria prépria

As amostras testadas, fracdo F1 e soro nas concentracdes de 50% e 30%
e 15% (v/v) e membrana de latex apresentaram taxa de hemdlise inferior a 1%
e o0s controles negativo (NC) e positivo (PC) apresentaram valores de 0,00% e
100,00%.

Todas as amostras do soro foram estatisticamente semelhantes entre si
e em relacdo ao grupo NC. Esse resultado sugere que as amostras ndo foram
capazes de danificar a membrana dos glébulos vermelhos, liberando
hemoglobina. Assim, o soro do latex, a fracdo F1 e a membrana, podem ser
considerados um biomaterial atoxico e seguro no periodo e concentracdes
analisadas. Alguns autores avaliaram a hemocompatibilidade da membrana de
latex pura e também incorporada com compostos bioativos, como farmacos

(voriconazol, ibuprofeno, gentamicina), fosfato de calcio, glicerol e peptideos
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(desmopressina, oxitocina) (Silva et al., 2020; Lima et al., 2021; Gemeinder et
al., 2021; Borges et al., 2015; Barros et al., 2019).

As taxas hemoliticas acima de 5% néo foram verificadas em nenhum dos
trabalhos relatados, confirmando que o latex ndo causou disturbio detectavel nas
membranas das heméacias e, portanto, € seguro e ndo hemolitico na
concentracdo utilizada. Os resultados obtidos nesse estudo foram semelhantes
aos resultados de outros trabalhos encontrados na literatura que avaliaram a
hemocompatibilidade da membrana de latex, confirmando que a mesma néo

apresenta toxicidade as hemacias.

5.3 Ensaio de Atividade Antioxidante (AA)

Para determinacao da atividade antioxidante do extrato ou do composto
isolado, existem véarias metodologias de analise utilizadas, sendo que cada uma
se baseia em uma reacao de oxirreducao diferente. Desta forma, os resultados
de diferentes metodologias de determinacdo de atividade antioxidantes n&o
podem ser comparados. Nesse estudo a atividade antioxidante foi testada pelo
método de reducdo do DPPH. Os valores de DPPH do meio, apés a reagdo com
as amostras, foram calculadas substituindo-se os valores das leituras obtidas
para a absorbancia na equacéo da curva analitica. A partir dos valores de % de
inibicdo de DPPH (Equacéo 2) calculou-se a concentragéo eficiente, quantidade
de antioxidante necesséria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em
50% (CEso)

Os resultados obtidos na atividade antioxidante estdo apresentados nos
gréaficos 2 e 3 e referem-se respectivamente as amostras soro do latex e fragdo
F1.
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Gréafico 2. Valor médio da atividade antioxidante do Soro do latex
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Fonte: Autoria prépria

Observando os resultados da atividade antioxidante do soro do latex de
H. brasiliensis, no grafico 2, € possivel verificar que diferentes concentracfes
mostraram atividade antioxidante diferentes. A amostra soro apresentou maior
atividade antioxidante na concentracdo de 0,5 pg/mL apos 30 minutos de
incubacédo. Substancias que possuem atividade antioxidante séo extremamente
importantes, pois ajudam a prevenir ou remover danos oxidativos causados por
espécies reativas, que podem causar injuria celular (Gupta et al., 2015)

Poucas pesquisas foram feitas tentando elucidar a capacidade
antioxidante do latex de H. brasiliensis. Menos pesquisas ainda foram feitas
estudando a atividade antioxidante da fragédo F1 obtida do latex desta espécie.

Como mostra o grafico 3, as diferentes concentracdes da fracdo F1 do
latex obteve a méxima atividade antioxidante na concentragdo de 0,5 pg/mL

apos 30 minutos de incubacéo.
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Grafico 3. Valor médio da atividade antioxidante da fracédo F1 do latex
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Fonte: Autoria propria

As amostras apresentaram capacidade de consumo de DPPH, visto que
as absorbancias ap0s reacdo de DPPH com as diferentes concentracdes das
amostras testadas foram menores quando comparadas com as absorbancias
obtidas para o controle negativo (metanol e DPPH).

Considerando a atividade antioxidante das amostras, o presente estudo
constatou que a amostra F1 obteve 78,9% na concentragao de 0,5 pg/mL e na
mesma concentracdo a atividade antioxidante do Soro foi de 77%. Frente a
esses resultados, pode-se observar que apesar da capacidade da fracdo F1 e
soro do latex de capturar radicais DPPH ser menor que a do controle, a fracdo
F1 e soro foram capazes de sequestrar esses radicais, exibindo atividade
antioxidante, a qual tem extrema importancia para o processo de regeneracao
de tecidos.

A atividade antioxidante pode ser de grande utilidade no tratamento de
lesGes teciduais, uma vez que essas substéncias podem auxiliar na defesa
contribuindo para a neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio, as quais

podem causar um estresse oxidativo no tecido e culminar no retardamento da
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cicatrizacéo tecidual. Durante o processo cicatricial, as enzimas antioxidantes
tém sua expressdo aumentada, porém a atividade enzimatica € prejudicada
devido ao ambiente altamente oxidante (Lodhi; Singhai, 2013).

Soysuwan (2009) descreve que a fracdo C do latex de H. brasiliensis &
rica em compostos contendo tiol e aminoacidos, e que esta fragdo possui
atividade antioxidante testada pelo método de DPPH. Amnuaikit e Boonme
(2014) também avaliaram a fracdo C do latex de H. brasiliensis pelo método de
redugéo do DPPH e encontraram atividade antioxidante para a mesma. Siriwong
e colaboradores (2015) detectaram a presenca de conteudos fendlicos na fragédo
nao-borracha do latex de H. brasiliensis e observaram uma evidente capacidade

antioxidante desta fracédo através dos ensaios de DPPH também.

5.4 Dosagem de fendis

A determinacdo de fendis totais foi realizada a partir da curva de
calibracdo, utilizando como padrdo o acido galico. Os resultados obtidos na
determinacdo pelo método Folin-Ciocalteu expressos como equivalentes de
acido galico em pg/mL de amostra, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Dosagem de fendis nas amostras F1 e Soro do latex em diferentes

concentracdes (média + desvio padrao)

Amostra Concentragéo Concentracéo
0,25 ug /mL 0,5 ug /mL

F1 88,04 +0.10 95,62 +0.10

Soro 80,86 +0.17 92,15 +£0.10

Valores médios e respectivos desvios-padrao (n=3)

Fonte: Autoria prépria

A quantidade de fenois na amostra F1 foi de 95,62 pg/mg e 92,15 ug /mg
para a amostra do soro, nas concentragdes de 0,5 pg /mL. A dosagem de fenol
confirmou as metodologias de DPPH uma vez que a atividade antioxidante foi
baixa. Esse resultado esta relacionado ao baixo porcentual de fenol na amostra,

gue é um dos indicativos de atividade antioxidante. Lucetti et al. (2010), utilizando
75



menores concentragfes do latex de H. drasticus registraram a auséncia de
atividade captadora de radicais livres. Segundo Podsedek (2007) essa evidéncia

pode ser explicada pelo baixo porcentual de fenol no latex.

5.5 Taxas de pulsagdes em Blackworms (Lumbriculus variegatus)

As contragbes do vaso sanguineo dorsal dos blackworms foram
monitoradas para avaliar a toxicidade de amostras do latex natural com
concentracdes diferentes.

A pulsacgéo foi caracterizada por uma diminuig&o transitéria do diametro
do vaso sanguineo dorsal, visto na Figura 17.

Figura 17. Pulso peristéltico do vaso sanguineo dorsal indicado por uma seta preta

Fonte: Autoria prépria

Atualmente, ndo é bem compreendido como o peristaltismo no vaso
sanguineo dorsal nos blackworms é gerado ou como a taxa de pulsacéo é
controlada (Lesuik e Drewes, 1999). Lesiuk e Drewes mostraram em 1999 que
a frequéncia dos pulsos é afetada por varios agentes farmacologicos, por
exemplo, fortemente acelerado pela cafeina e nicotina. A maioria dos

segmentos do corpo de um Lumbriculus também existem pares laterais de vasos
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pulsateis (bifurcacdes do vaso sanguineo dorsal), cuja pulsacdo é coordenada
com a do vaso dorsal. Stempheson em 1930 propds a hipotese de que poderia

ser uma funcéo auxiliar de bombeamento.

O gréfico 4 apresenta os dados observados ap0s o periodo de 15 minutos
de incubacdo com as amostras do latex de H. brasiliensis.

Grafico 4. Resultados do tratamento com a membrana do latex e frag6es F1 e soro do
latex no periodo de 15 minutos.
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Fonte: Autoria prépria

Houve uma diferenca significativa nas concentracdes de 0,1% e 0,01%
(v/iv) do soro e da fracdo F1, conforme o grafico 4. Essas condicdes
experimentais estimularam o aumento da pulsacéo do vaso sanguineo dorsal em
relagdo ao controle. Os resultados encontrados nas amostras F1 e soro do latex,
podem ser causados devido a reagdo as proteinas contidas no latex, que em
contato direto com a pele pode atravessar a barreira epidérmica mesmo estando
a pele integra. Os alérgenos do latex estimulam as células do sistema
imunologico a produzirem anticorpos. Os anticorpos ao reagir com 0s antigenos

provocam a liberacdo de histaminas e outros mediadores apresentando
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diferentes sintomas, entre eles a dilatacdo dos vasos sanguineos e 0 aumento
dos batimentos cardiacos.
O grafico 5 apresenta os dados observados apos o periodo de 30

minutos de incubacdo com as amostras do latex de H. brasiliensis.

Gréfico 5. Resultados do tratamento com a membrana do latex e fragées F1 e soro do
latex no periodo de 30 minutos.
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Fonte: Autoria prépria

No periodo de 30 minutos houve aumento da frequéncia de pulsacdo dos
vasos sanguineos na concentracdo de 0,1% (v/v) na amostra soro. Nas
concentracfes 0,1% e 0,01% (v/v) da amostra F1 e 0,01% (v/v) da amostra soro
(grafico 5) houve diminuicédo da frequéncia de pulsacdo comparado ao periodo
anterior de incubacdo. O resultado deste periodo de incubacéo supostamente
mostra que concentragdes menores tiveram menor influéncia na pulsacdo do
vaso sanguineo dos Blackworms. Uma hipétese € que o aumento da pulsacéo
na amostra soro, na concentragao de 0,1% v/v em comparagdo com a amostra
F1 de igual concentracéo, pode estar relacionado ao processo de cromatografia
das amostras, onde devido ao processo de purificacdo a fracdo F1 acaba
removendo componentes alergénicos. Desta forma, é importante frisar que néo
ha estudos relacionados a biocompatibilidade do latex e/ou derivados em

7

minhocas, sendo essa Tese de Doutorado € o primeiro trabalho. Assim, a
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separacdo dos compostos alergénicos da amostra F1 deve ter influenciado no
resultado.
O gréfico 6 apresenta os dados observados apds o periodo de 1h de

incubacdo com as amostras do latex de H. brasiliensis.

Gréfico 6. Resultados do tratamento com a membrana do latex e fracdes F1 e soro do
latex no periodo de 1 hora.
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Fonte: Autoria prépria

No periodo de 1lh, na concentracdo de 0,1% (v/v) da amostra soro foi
observada a morte do Blackworm e para as demais concentracdes ndo houve
alteracdes nas frequéncias das pulsacdes em relacéo ao periodo de incubacao
anterior. A frequéncia da pulsagcédo na amostra membrana manteve-se igual ao
controle nos diferentes periodos de incubagdo. Nos segmentos, ao longo dos
Blackwoms, os vasos sanguineos se ramificam em vasos contrateis laterais,
como observado na Figura 18, que terminam cegamente e ndo se conectam com

0 vaso central (Lesiuk e Drewes, 1999).
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Figura 18. Ramificag8o dos vasos contrateis laterais indicado por uma seta preta

Fonte: Autoria prépria

Os resultados deste experimento indicam que as fragcbes F1, soro e
membrana de latex, nas concentracfes testadas, tiveram efeito no sistema
circulatorio dos Blackworms. Outros estudos avaliaram o efeito da nicotina (Lee
et al., 2008) e da cafeina (Lesiuk and Drewes, 1999) na frequéncia de pulsacfes
dos Blackworms constatando aumento da frequéncia de pulsacbes com o
aumento da concentracdo das drogas. Em comparacdao, o efeito do alcool teve
resposta semelhante ao da nicotina e da cafeina, no entanto, quando a dose de
alcool foi aumentada para 1 mM, a frequéncia cardiaca caiu (Lesiuk and Drewes,
1999).

Um exame mais aprofundado, realizado bom Boher (2006), do efeito da
nicotina sobre os Blackworms indicou que, a medida que a dosagem de nicotina
aumentava, a frequéncia cardiaca dos vermes também aumentava. Esse
resultado se aproxima dos achados de Roth e Shick, 1958. Roth e Shick, usaram
o balistocardiograma para medir a frequéncia cardiaca dos homens em resposta
a nicotina. O resultado produziu um aumento da frequéncia cardiaca quando a
nicotina foi induzida (Roth e Shick 1958).

O efeito da cafeina também foi testado em Blackworms com resposta
semelhante ao da nicotina (Lesiuk and Drewes, 1999). O resultado indicou que
qgquando a dosagem de cafeina foi aumentada a frequéncia de pulsacdo dos
vasos sanguineos também acompanhou concomitantemente. Este resultado é
apoiado pela descoberta de Corti et al.,, 2002, que demonstrou que quando a
cafeina foi induzida em seres humanos a presséo arterial, frequéncia cardiaca e
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atividade nervosa simpatica aumentaram. A cafeina é um estimulante do sistema
nervoso central que imita os efeitos da epinefrina. Semelhante aos efeitos da
nicotina, a epinefrina estimula a frequéncia cardiaca, a presséo arterial e a

respiracao.

5.6 Viabilidade celular

Inicialmente, a viabilidade celular das amostras foi avaliada pelo método
colorimétrico de MTT com as linhagens de fibroblastos 3T3 e macrofagos J774.
Ambas as linhagens séo células de crescimento aderentes em monocamadas e
representam importantes modelos experimentais para diferentes estudos. Apds
24 horas de incubacdo, os fibroblastos apresentaram porcentagens de
viabilidade de 103% e 105% para a concentracdo de 1% da fracdo F1 e
membrana. Os macrofagos no mesmo periodo de observacdo apresentaram
aumento da viabilidade na concentracdo de 0,1% de 102% e 101% na fracdo F1
e soro e na concentracao de 1% a viabilidade foi de 107% e 103% para as
mesmas amostras, enquanto a membrana apresentou 105% de células viaveis

apos a exposicdo no mesmo periodo, conforme Figura 19.

Figura 19- Viabilidade celular. Porcentagem de viabilidade de fibroblastos e macréfagos em
cultura por 24 h, com membrana, fracdo F1 e soro de latex em concentragdes de 0,01%, 0,1%
e 1%. Valores representam médias de resultados em triplicata
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Fonte: Autoria prépria
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Apés 48 h de incubacdo, os fibroblastos mostraram porcentagens de
viabilidade de 111% para a concentracdo de 0,01% e 103% para a concentracao
0,1% da fracdo F1 (Figura 20), ja para a fracao do soro a viabilidade foi de 103%
na concentracdo de 0,1%, enquanto a membrana apresentou 115% de células

viaveis apos a exposicdo no mesmo periodo.

Figura 20- Viabilidade celular. Porcentagem de viabilidade de fibroblastos em cultura por
48horas, com membrana, fracdo F1 e soro de latex em concentragdes de 0,01%, 0,1% e 1%.
Valores representam médias de resultados em triplicata
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Fonte: Autoria propria

No tempo de 72h (Figura 21), houve diminuig&o significativa da viabilidade
celular, de 70% e 95% na concentragdo de 1% na fragdo F1 e soro
respectivamente, enquanto a membrana apresentou 119% de células viaveis, a
fracdo F1 nas concentracdes de 0,01% e 0,1% foi de 110% e 102% e o soro, a
viabilidade foi de 115% e 105% nas concentrag6es de 0,01% e 0,1%, apods a

exposi¢cdo no mesmo periodo.
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Figura 21. Viabilidade celular. Porcentagem de viabilidade de fibroblastos em cultura por 72h,
com membrana, fragdo F1 e soro de latex em concentragfes de 0,01%, 0,1% e 1%. Valores
representam médias de resultados em triplicata
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Fonte: Autoria prépria

Leite et al. (2020) avaliou a citotoxicidade do soro do latex da seringueira
Hevea brasiliensis nas concentracdes de 0,1% e 1% em linhagens de
fibroblastos 3T3 nos tempos de 24 e 48h, apresentando resultados semelhantes
ao encontrados neste trabalho. No intervalo de 72h a maior viabilidade dos
fibroblastos ocorreu na fragdo do soro do latex na concentracdo de 1% e na
membrana, que manteve a viabilidade celular superior ao controle nos periodos
de 24h, 48h e 72h.

Considerando as diferentes concentracoes pode ser que o efeito
hormético traduza em um beneficio quanto a proliferacdo das células de
fibroblastos e macréfagos, apresentando acdo bifasica para doses diferentes.
Segundo esse conceito, uma substancia que tem efeito nocivo em uma
determinada dose, pode ter uma agao positiva no tratamento em uma dose mais
baixa.

Para Saremi et al. (2008), a hormese como principio geral é concebivel
apenas para os fatores que estdo presentes no ambiente, revelando uma
adaptacdo forcada do metabolismo dos animais expostos a determinada

substancias.
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5.7 Gel desnaturante para analise de RNA

A gqualidade (integridade) do RNA foi analisada por eletroforese em gel
desnaturante de agarose 1,5% (m/v) contendo tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA)
1x, solugéo de hipoclorito 2,0% e corado com solucéo de brometo de etideo.
Devido a interagfes intramoleculares, as moléculas de RNA podem dobrar-se,
alterando a estrutura secundaria e afetando a migracdo das moléculas no gel. O
gel sob condi¢Bes desnaturantes, rompem as ligacdes de hidrogénio permitindo
avaliar com acuréacia a qualidade de RNA. Foi aplicado no gel 1,0 uyL do RNA
extraido com 4 uL de H20 DEPC e 1,0 yL de azul de bromofenol. A corrida em
gel de eletroforese, para migracdo do RNA, ocorreu sob tenséo de 120 V durante
30 minutos. Ao término da eletroforese, as bandas 28S e 18S do RNA
ribossdomico foram visualizadas em transiluminador sob luz UV, conforme a

Figura 22.

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 1,5% evidenciando a integridade do RNA
total na concentragéo de 2ug. As amostras 1 a 3 correspondem a fragéo F1, soro e membrana
do latex, respectivamente.
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188 —

Fonte: Autoria propria

A técnica de eletroforese capilar apresentou RNA integro em todas as
amostras, as duas bandas correspondem as unidades ribossomais do RNA, 18S
e 28S, sendo possivel inferir que ndo houve degradagdo e nem contaminacao

por DNA gendmico. Além disso, a banda 28S apresentou maior intensidade em
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relacdo a banda 18S. Segundo Mueller (2004), para um bom resultado da
expressao génica, é preciso estabelecer a integridade dos materiais a serem
utilizados, visto que a degradacdo do RNA é progressiva e diminui a relacdo da
banda 18s, com a banda 28s.

5.8 Desenho de primers

Os iniciadores para os genes VEGF, FGF e TGF, desenhados neste
trabalho, ao serem submetidos a analise de especificidade in silico, utilizando o
programa UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr),

demonstraram ampliacdo especifica, conforme os resultados descritos na Tabela
5.

Tabela 5. Resultado obtido da reacao “in silico” dos genes VEGF, FGF e TGF,
mostrando a localizagéo e tamanho do fragmento amplificado pelos primers

Gene Primers (F: Forward, R:Reverse) Localizagdo da ampliacdo Tamanho do amplicon
(pares de base)
VEGF | F: CTCGCGCTCCCTCTCCGGCTC Chr 17: 46031388 - 46031513 126
R: CAGTGCTCCAGCCGCGCGC
FGF | F: GCTCAACCAGAGGAAGACCGCCC Chr 5: 43979105 - 43979289 185
R: GAAATGTATCTTGTGGGGAACTCGGGA
TGF | F: GGCCTCCGCATCCCACCTTTG Chr 7: 25687802 - 25688019 218

R: CACGGATGGCTTCGATGCGCT

Fonte: Autoria prépria

5.9 Expresséo genica

A analise da expressdo génica é bastante util para diversas aplicaces,
pois fornece informac¢des importantes sobre as fun¢des da célula, uma vez que
as mudancas na fisiologia de um organismo sdo acompanhadas por mudancas
nos padrbes da expressao de seus genes.

A avaliacédo da expressao dos genes VEGF, FGF e TGF, submetidos aos
diferentes tratamentos, estd apresentado no grafico 7. Os resultados
demonstram que houve aumento significativo nas expressdes dos genes VEGF,
FGF e TGF na membrana e nas fragbes F1 e soro do latex quando comparadas
ao controle (p< 0,05).
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Grafico 7. Quantificacdo normalizada da expressao dos genes VEGF, FGF e TGF nos
tratamentos com a membrana e nas fragcdes F1 e Soro do latex de Hevea brasiliensis
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Para os genes VEGF, FGF e TGF observou-se um aumento em sua
expressdo nas amostras tratadas com a fracdo F1 em relacdo aos demais
tratamentos e grupo controle. Ja para as amostras tratadas com o soro, observa-
se que ocorreu diminuicdo da expressdo do gene VEGF quando comparada a
membrana. Em contrapartida, no grupo das membranas ocorreu diminuicdo na
expressao dos genes FGF e TGF comparadas ao tratamento com 0 soro.

A expressdao aumentada dos genes em amostras tratadas com a
membrana e as fracdes F1 e soro do latex de H. brasiliensis evidéncia o poténcial
angiogénico dessas fracdes e sugere fortemente uma conexao do cultivo de
macréfagos com os altos niveis de expressdo do gene VEGF. Tais amostras
podem ser utilizadas ndo somente para acelerar o processo de cicatrizagcdo, mas
também para o reparo de tecidos, pelo fato de serem capazes de promover o
crescimento e surgimento de vasos sanguineos no tecido danificado (Chaves et
al., 2016).

Durante a neovascularizagao, € crucial a ocorréncia de eventos como a
proliferacdo e migracdo de células endoteliais e o0 aumento da permeabilidade

celular, papel esse que é desempenhado pelo VEGF (Valiatti et al., 2011).
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Varios sdo os trabalhos que mostraram o potencial inflamatoério do latex
da seringueira Hevea brasiliensis no desbridamento de feridas pelo recrutamento
de células que auxiliam na resposta inflamatéria, como fibroblastos e
macréfagos. Mendoncga et al. (2010) utilizaram o soro do latex veiculado em
carboximetilcelulose para tratar Ulceras em orelhas de coelhos na concentracédo
de 0,01% do soro do latex. Andrade (2012) utilizou a fracdo F1 do soro do latex
da seringueira H. brasiliensis na concentracdo de 0,01% também veiculado a
carboximetilcelulose, para tratar Ulceras cutdneas em ratos diabéticos. Morais
(2017) avaliou o efeito do soro total na concentragéo de 0,01% e da fracéo F1
nas concentracdes de 0,01; 0,1 e 1% obtidas do latex na cicatrizacéo de feridas
em camundongos. Nos trabalhos mencionados foi observado o poder
cicatrizante do latex. Os resultados do presente estudo sugerem que 0 aumento
da expressao dos genes em amostras tratadas com o soro, a fracdo F1 e a
membrana de latex da seringueira Hevea brasiliensis apresentam uma
significativa atividade angiogénica, o que acelera a reepitelizacdo das lesbes. A
utilizacdo das fragbes (F1 e soro) e a membrana de latex natural de Hevea
brasiliensis como biomaterial, representa uma area bastante promissora, devido
a sua capacidade angiogénica e por apresentar biocompatibilidade com

sistemas vivos.

87



6 CONCLUSOES

¢Os espectros de FTIR identificaram 0s componentes presentes na
membrana de latex, na fragdo F1 e no soro, pertencentes ao isopreno, principal
constituinte do latex. A amostra do soro apresentou maior discrepancia com a
amostra da membrana de latex, o que evidéncia que a parte proteica pode estar
agindo como indutor de angiogénese.

¢ O ensaio hemolitico mostrou que a fracdo F1, o soro e a membrana de
latex ndo apresentaram um alto grau de hemdlise significativa no periodo
observado, demonstrando assim ser um biomaterial hemocompativel.

eNas condi¢cdes experimentais utilizadas, evidenciou-se baixo teor de
fendis e capacidade antioxidante da fracdo F1, soro e membrana de latex.

¢ Os resultados obtidos nos ensaios com os Blackworms indicam que as
fracbes F1, soro e membrana de latex, nas concentracfes testadas, tiveram
efeito no sistema circulatério alterando a taxa de pulsagéo dos Blackworms.

e A fracdo F1 e o soro do latex, na concentracdo de 0,01%, no cultivo de
fibroblastos e macréfagos apresentaram melhor viabilidade celular no periodo de
72h de incubacdo. A membrana de latex apresentou viabilidade celular superior
em todos os periodos de incubacdo quando comparados ao controle, porém
seus resultados foram mais satisfatorios no intervalo de 72h.

eA revelacdo do gel desnaturante apresentou resultado satisfatorio
guanto a qualidade das amostras de RNA.

¢ A andlise in silico dos primers mostrou-se satisfatoria para posterior teste
de quantificacéo da expressao génica.

¢Os resultados demonstram que houve aumento significativo nas
expressoes dos genes VEGF, FGF e TGF na membrana e nas fragbes F1 e soro
do latex quando comparadas ao controle, evidenciando o potencial angiogénico

dessas fragoes.
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7 DIFICULDADES ENCONTRADAS

A pandemia causada pelo novo Coronavirus foi um complicador comum
para os cientistas brasileiros e do mundo, trazendo limitacéo fisica, ansiedade,
além das dilatacdes de prazos de projetos de pesquisa. Adicionalmente, trouxe
uma realidade bastante diferente, apresentando novos desafios. Desta forma, foi
necessario reavaliar as questdes de programacao de pesquisa e adiar por alguns
meses o desenvolvimento experimental do meu trabalho, como por exemplo as
andlises de qPCR e o cultivo celular. Porém todos os obsticulos, foram
considerados como novos desafios motivando-me a aprender e superar as

dificuldades encontradas.
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8 PERSPECTIVAS

Como proposta para estudos futuros, seria interessante a realizacdo de

outras andlises a fim de complementar os resultados obtidos, tais como:

- Verificar a atividade de cicatrizacdo em membranas de latex natural
suplementadas com as fracGes F1 e soro a fim de avaliar se essas fracdes ficam

retidas na membrana ou ocorre liberacao.
- Comparar o tempo de regeneracdo dos blackworms quando colocados

em meio de cultivo contendo as amostras: membrana, frac6es F1 e soro de latex

natural.
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