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RESUMO

KERCHE-SILVA, L. E. Avaliacio in vitro e in vivo da Capacidade Antioxidante e
Antitumoral da Fracao C do Latex de Hevea brasiliensis RRIM 600. 2017. 106f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Presidente Prudente, Sao Paulo.

Biomateriais podem ser definidos como dispositivos que entram em contato com sistemas
biologicos tanto na forma de solidos quanto de liquidos e géis. Para um novo biomaterial,
sd0 necessarios testes toxicologicos e de interagdo in vitro e in vivo. O latex ¢ uma
substancia branca e leitosa que exsuda da casca da Hevea brasiliensis quando a mesma ¢
perfurada e que tem sido apontado como um biomaterial promissor. O latex quando
centrifugado em alta velocidade ¢ separado em trés fracdes: a fragdo com particulas de
borracha, uma fracao aquosa chamada fracdo C e uma fracdo de fundo chamada fragao
B. A fracdo C ¢ a fragdo metabolicamente ativa do latex. Assim, o presente estudo
investigou os potenciais efeitos antioxidantes, citotoxicos, genotoxicos e antitumorais da
fracao C do latex da Hevea brasiliensis. Para isso, foram utilizados os testes de sequestro
de radicais livres e capacidade antioxidante total em meio in vitro sem células; o teste do
MTT, o ensaio do cometa, avaliagdo de morte celular com coloragao com Hoechst 33342
e lodeto de Propidio (PI) e avaliagdo de parametros bioquimicos de estresse oxidativo em
meio in vitro com duas linhagens celulares, a CHO-k1, linhagem de células normais de
epitélio de ovario de hamster, e a B16F10, linhagem de células de melanoma murino; e a
acao da fragdo C na indugdo de carcinoma de células escamosas (SCC) em camundongos
SKH-1 por exposic¢ao cronica a radiacao UVB. Nossos resultados mostraram que a fracao
C ¢ antioxidante, com capacidade para sequestrar os radicais HO" e NO" ¢ o H,0,. A
fracdo C nao alterou a viabilidade celular das células CHO-k1, ndo induziu danos no DNA
dessas células, ndo induziu apoptose e necrose € nem alterou a quantidade de tiol total e
de malonaldeido (MDA) nessas células. No entanto, para a linhagem celular B16F10, a
fracdo C mostrou atividade antitumoral, reduzindo a viabilidade celular, induzindo danos
no material genético, induzindo morte celular e alterando os niveis de tiol e MDA nessas
células. Nos animais que foram expostos cronicamente a radiagdo UVB, a fracao C
protegeu os eritrocitos € a pele dos animais do estresse oxidativo promovido pela
irradiacdo e protegeu as células da pele de transformagao maligna para SCC. Em resumo,
nossos resultados mostraram que a fracdo C do latex da H. brasiliensis apresenta
propriedades terapé€uticas antioxidantes e antitumorais.

Palavras-chave: latex, fracdo C, Hevea brasiliensis, antioxidante, antitumoral.
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ABSTRACT

KERCHE-SILVA, L. E. In vitro and in vivo evaluation of antioxidant and antitumor
capacity of Latex C-serum from Hevea brasiliensis RRIM 600. 2017. 106 p. Thesis
(PhD, Doctoral). Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Presidente Prudente, Sao Paulo.

Biomaterials can be defined as devices that come in contact with biological systems in
the form of solids, liquids and gels. In vitro and in vivo toxicological tests are needed for
a new biomaterial to come out. Latex is a white and milky solution that exsudes from
Hevea brasiliensis bark when perforated, and it has been appointed as a new promising
biomaterial. When centrifuged in high speed, latex can be separated in three parts: rubber
particle fraction, aqueous C-serum fraction and a bottom fraction called B-serum. C-
serum is the part that is metabolically active. In this way, the aim of this work was to
investigate potential antioxidant, cytotoxic, genotoxic and antitumor effects of latex C-
serum from Hevea brasiliensis. For this purpose, we used in vitro free-radical scavenger
and total antioxidant capacity tests; MTT test, comet assay, staining with Hoechst 33342
and Propidium lodide (PI) to evaluate cell death, and evaluation of biochemical
parameters of oxidative stress in Chinese hamster ovary epithelium normal cell line,
CHO-k1, and murine melanoma cell line, B16F10; and C-serum effects in the induction
of squamous cell carcinoma (SCC) in SKH-1 mice by chronic UVB exposure. Our results
show that latex C-serum is an antioxidant compound that was able to scavenge HO" and
NO' radicals and H,O,. C-serum did not alter the cell viability in CHO-k1 cells and it did
not promote DNA damage in these cells, it did not alter the levels of apoptotic and
necrotic cells for this cell lineage and did not alter total thiol and MDA levels in these
cells. However, for BI6F10 cells, latex C-serum presented antitumor effect, reducing cell
viability, inducing DNA damage and cell death, and altering total thiol and MDA levels
in these cells. In the animals chronically exposed to UVB radiation, latex C-serum
protected the erythrocytes and skin cells from oxidative stress promoted by the
irradiation, and prevented skin cells from malignant transformation to SCC. In summary,
this work shows that latex C-serum from Hevea brasiliensis present antioxidant and
antitumor therapeutic properties.

Keywords: latex, C-serum, Hevea brasiliensis, antioxidant, antitumor.

Leandra Ernst Kerche Silva
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1. INTRODUCAO

1.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais representam cerca de 300 mil dos produtos utilizados na area da
saude ha cerca de 10 anos [1]. Dentre eles estao os dispositivos médicos (biossensores,
tubos de circulagdao sanguinea, sistemas de hemodialise), materiais implantaveis (como
suturas, placas, substitutos 6sseos, tenddes, telas ou malhas, valvulas cardiacas, lentes,
dentes), dispositivos para a liberagdo de medicamentos (na forma de filmes, implantes
subdérmicos e particulas), orgdos artificiais (como coragdo, rim, figado, pancreas,
pulmdes, pele) e curativos, dentre outros [2].

Biomateriais podem ser definidos como dispositivos que entram em contato com
sistemas biologicos (incluindo fluidos biolodgicos), com aplicagdes diagnosticas, vacinais,
cirtirgicas ou terapéuticas. Os biomateriais podem ser constituidos de compostos de
origem sintética ou natural, assim como de materiais naturais quimicamente modificados,
tanto na forma de solidos quanto de géis, pastas ou mesmo liquidos, ndo sendo
necessariamente fabricados, como valvulas cardiacas de porcos e retalhos de pele humana
tratados para uso como implantes [2].

As caracteristicas necessarias para o uso de um biomaterial sdo
biocompatibilidade, ndo ser toxico € nem carcinogénico, apresentar bioestabilidade,
propriedades mecanicas adequadas, peso e densidade adequados, ter custo baixo, ser
reprodutivel e de facil fabricagdo [3]. Os biomateriais devem também estar associados a
uma determinada resposta biologica particular, disparada por sinais originados em nivel
molecular que incluem: correntes elétricas, distribuicdo eletronica, conformacgao
molecular, estado de agregagdo ou propriedades fisico-quimicas locais particulares,
caracteristicas que podem ser introduzidas por arranjos especiais de grupos funcionais
sobre uma estrutura polimérica, reagdes de reticulacdo, propriedades particulares de
superficie e arranjos macromoleculares [4].

Até o século XIX, a abordagem adotada no desenvolvimento e aplicacao dos
biomateriais era do tipo tentativa e erro. No inicio do uso de biomateriais de forma mais
sistematizada, nas proximidades da década de 1950, o foco era o material em si, entdo
buscava-se materiais bioinertes. Com o passar do tempo, o alvo de busca tornou-se a
bioatividade dos biomateriais, € mais recentemente, o objetivo tem sido a regeneragao de

um tecido funcional de fato, com foco, entdo, no aspecto biologico [5]. Em suma, com o
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passar do tempo, o objetivo de obtencao de materiais biocompativeis, que pudessem
substituir um tecido danificado e prover suporte mecanico, com minima resposta
biologica do paciente, passou para os materiais biodegradaveis, com capacidade de serem
incorporados ou absorvidos pelo tecido hospedeiro, € mais recentemente o foco tornou-
se os materiais biomiméticos, materiais que participam de forma ativa no processo de
recuperagao, atuando de forma especifica, em nivel celular, no hospedeiro [6].

Sao varias as etapas envolvidas desde a identificacdo da necessidade de um
biomaterial até a utilizagdo e andlise final do produto. O processo se inicia com a
identificacao da necessidade de um biomaterial, que pode ser o tratamento de uma doenca,
a substitui¢do de um 6rgdo ou o uso meramente cosmético. A seguir, desenvolve-se o
projeto e sintese do material para testes diversos e, com base na escolha dos que se
mostrarem mais apropriados, encaminha-se para testes toxicoldgicos e de interacao in
vivo e in vitro. Em seguida sdo enfocados aspectos regulatorios relacionados a pré-
aprovacdo no mercado, aos estudos clinicos iniciais, a triagem clinica e ao
acompanhamento de longo prazo. O desenvolvimento tem sequéncia mesmo apos a
aprovacao do uso clinico do material, com andlise e registro de explants extraidos de
pacientes visando o entendimento de eventuais falhas para sua corre¢ao. A Figura 1 ilustra

os passos de desenvolvimento de um biomaterial.

Teste do material:
7 N - propriedades mecanicas;
Identltjl(cia(({;ao da - toxicologia:
ngcetfss1 pre i Sintese do - biorreacdo ao material:
- abai'uruma CoroIE: Gt - interacdo com proteinas;
- 'O, o . ~ z
i t.lr um Orgao; - ativacdo de células;
R COSIOCMCA. - reacdo do tecido;
- bioestabilidade mecénica e
quimica
Analise do explant: ) Teste do dispositivo:
- registro do explant; « - toxicologia; I Esterilizacao I
- exame patologico; - biointeracdo in vitro;
- testes para entender a falha. - biointeracdo in vivo.

Figura 1. Etapas do ciclo de vida de um biomaterial, desde a sua concepgao baseada em
uma necessidade especifica, até seu uso clinico e avaliagdo posterior (adaptada de Pires,

A.L.R.etal, 2015 [2]).
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1.2 LATEX

O latex ¢ sintetizado numa rede de anéis laticiferos, organizados como sistemas
de vasos paracirculatorios, na casca interna das plantas. O latex ¢ o citoplasma das células
laticiferas, e sua composigao assemelha-se com a composi¢ao das células comuns, exceto
por possuir de 30-45% de borracha natural [7].

O metabolismo dessas células praticamente consiste em transformar sacarose em
cis-poli-isopreno, o composto quimico mais abundante do latex, responsavel pela
formacgdo da borracha [8]. Diferentemente das outras células vegetais, os vactiolos dos
laticiferos sao pequenos e apresentam pequenas vesiculas lisossomais: os lutoides, que
além de apresentarem solutos organicos e minerais de baixo peso molecular, apresentam
grandes quantidades de proteinas anionicas e catidonicas [7]. Uma grande gama de
proteinas ja foi descrita nos fluidos do latex, incluindo proteinas soltiveis de biossintese
da borracha, defesa da planta e de metabolismo oxidativo [9,10]. E provado que plantas
laticiferas sao uma rica fonte de biomoléculas ativas, e sua eficicia ¢ frequentemente
embasada pelo seu uso prévio na medicina popular [11].

O latex exsudado apresenta, além do cis-poli-isopreno, metabolitos secundarios e
proteinas, em concentracdes muito maiores que nas folhas. Dentre esses metabolitos,
encontram-se diversas substancias que sao biologicamente ativas, incluindo compostos
que asseguram resisténcia a herbivoros através de efeitos toxicos e antinutritivos. Muitos
desses compostos relacionados a defesa das plantas (borracha, cisteino-proteases,
alcaloides, etc.) aparecem no latex de grupos filogeneticamente distantes, sugerindo

fungdes comuns e evolugdo convergente [12].

1.2.1 Latex da Hevea brasiliensis

O latex da Hevea brasiliensis exsuda da casca quando esta ¢ perfurada (Figura 2).
A maior parte do latex colhido ¢ coagulada para a fabricacdo de produtos da “borracha
seca”, incluindo pneus automotivos. O latex da H. brasiliensis pode ser estabilizado numa
forma nao coagulada através da amoniacao, o que permite que o latex seja utilizado para

fabricagdo de outros produtos, como as luvas de procedimentos cirtrgicos [13].
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Figura 2. O latex de Hevea brasiliensis ao exsudar da casca apds perfuragdo da mesma

(www.mundoeducacao.bol.uol.com.br).

Um terco do peso do latex da H. brasiliensis ¢ constituido de borracha natural®,
porém 1 a 2% do seu peso ¢ constituido de proteinas, o que pode contabilizar centenas de
proteinas [14,15]. Outros constituintes como lipideos, quebrachitol, acidos ribonucleicos
e sais organicos também estao presentes [16].

Nos ultimos anos, estudos tém sido publicados sobre um novo material, a
biomembrana de latex da Hevea brasiliensis, que tem se mostrado um importante indutor
de cicatrizagdo de feridas, regeneragao de parede esofagica de cachorros, e regeneragao
de membranas timpanicas, através de mecanismos envolvidos com o aumento da
vascularizagdo [17-19]. Esse aumento da vascularizacdo seria induzido por fatores de
crescimento vascular presentes no latex e que, através de inducao angiogénica, aceleraria
o fechamento de feridas através da formagao de um novo epitélio de revestimento [20,21].

Além de formar as biomembranas, — que representam um coloide complexo feito
de particulas de borrachas e corpos lutoides suspensos em um meio rico de proteinas e
outros solutos — o latex pode ser centrifugado em alta velocidade, e separado em fragdes
que consistem em: uma camada superior de particulas de borracha, uma fase aquosa
conhecida como fra¢ao C (Centrifuged-serum), e uma fragcdo de fundo, fracao B (Bottom-

serum), composta pelos corpos lutoides [22-24] (figura 3).
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Figura 3. Fracdes do latex fresco obtidas apds centrifugacdo — A: particulas de borracha,

B: Centrifuged serum (Fragao C), C: Bottom serum (Fragao B).

As particulas de borracha constituem entre 25-45% do volume de latex fresco e
apresentam um didmetro médio de 50 A a 3 pm, sendo as particulas normalmente
esféricas [25,26]. Essas particulas sdo formadas por moléculas hidrofobicas que ficam
separadas do meio hidrofilico intracelular por um filme de proteinas e lipidios [27]. As
principais proteinas localizadas na superficie das particulas de borracha sdo chamadas
Hev b I e Hev b 3, sendo a primeira encontrada nas particulas de borracha maiores (acima
de 0,4 um de didmetro), e a Gltima ¢ mais abundante em particulas de borrachas menores
[28-30].

A associagdo de proteinas com fosfolipidios foi descoberta por Bowler, em 1953
[31], e 0o mesmo evidenciou o fato de que esta associagdo confere carga negativa para a
particula de borracha, estabilizando-as como coloides [28].

Um novo modelo tem sido proposto para explicar a nanoestrutura da superficie de
particulas de borracha natural, conforme evidenciado na Figura 4. Esse modelo
apresentaria um nucleo hidrofobico de particulas de borracha natural, rodeado por

moléculas de proteinas e fosfolipidios com cerca de 20 nm de espessura [32].
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o o-terminal
@-terminal

fo—— Fosfolipidios

Particula de borracha Corte transversal da particula de borracha

Figura 4. Particulas de borracha envolvidas por uma camada proteina-fosfolipidio

(adaptado de Nawamawat et al., 2011 [32]).

Esse modelo proporciona a medicao direta da espessura da camada de superficie
e do arranjo molecular das proteinas e dos fosfolipidios, sugerindo também a
quantificagdo de proteinas em 84% e fosfolipidios 16% [32]. O tamanho das particulas
tem sido relatado entre 0,30 ¢ 0,70 um [33].

A fracdo C do latex da H. brasiliensis ¢ composta de uma solugdo rica em
carboidratos, eletrolitos, proteinas e aminoacidos. Essa solucao refere-se ao meio aquoso,
no qual todas as organelas encontradas no latex estdo suspensas, contendo, dessa forma,
uma grande variedade de proteinas relacionadas com o metabolismo celular [29]. A
quantidade de proteinas encontradas na fragdo C ¢ significativa, provavelmente na casa
de centenas, sendo, inclusive, as enzimas associadas com a via de biossintese da borracha
também encontradas nesse soro [28].

O principal carboidrato que compde a fragao C € o monossacarideo quebrachitol
(1-metil inositol) e ndo se tem uma implica¢ao exata com a sua fun¢do no latex. Acredita-
se que esse composto tenha a capacidade de sequestrar radicais peroxinitritos, tendo assim
uma func¢do protetora [34,35]. Alguns carboidratos encontrados no latex podem ser
oxidados a acidos volateis (formico, acético e propidnico), sendo uma das medidas de
qualidade do latex [36].

A fragdo C e seus constituintes tém sido implicados em diversas propriedades
biologicas, como propriedades antioxidantes e antifungicas [37,38]. Porém, a primeira
aplicacdo do potencial terapéutico da fracao C foi sugerida quando uma sub-fracdo da

mesma mostrou propriedades anti-proliferativas especificas contra linhagens celulares de
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origem maligna [39]. Lam e colaboradores (2012) [40] estudaram as sub-fra¢des da fragao
C em duas linhagens celulares originadas de canceres humanos — adenocarcinoma
hepatocelular (HepG2) e adenocarcinoma colorretal (HCT116) —, € o estudo mostrou que
a agao anti-proliferativa da fra¢ao C foi especifica para a linhagem de carcinoma hepatico,
€ que a morte nao acontecia por via apoptotica.

A importancia desse estudo estd no fato de que de 10% a 20% apenas dos
carcinomas hepatocelulares podem ser completamente removidos cirurgicamente
[41,42]. Se a fracao C do latex puder ser utilizada especificamente nas células malignas
do figado, as mesmas poderao ter o seu crescimento suprimido e at¢ mesmo poderao ser
eliminadas apds a cirurgia de remog¢ao do tumor, aumentando as chances de recuperagao
dos hepatocitos saudaveis [40]. Este resultado torna-se interessante por varios fatores,
sendo os principais o baixo custo e a simplicidade na producdo da fracdo C, e sua
abundancia em regides produtoras de latex.

Constituindo a fracdo B encontram-se os lutoides, componentes nao isoprénicos
mais abundantes no latex de H. brasiliensis. Estes sdo vactiolos esféricos, com didmetros
entre 0,5 ¢ 3 um, e que conduzem a interrupcdo do fluxo de latex por serem
osmoticamente sensiveis ¢ incharem dentro dos vasos laticiferos [43, 44]. No interior dos
lutoides encontram-se diversas substancias dissolvidas, tais como acidos organicos, sais
minerais, proteinas, agucares, ¢ algumas organelas como ribossomos e reticulo
endoplasmatico [45]. A principal proteina encontrada nesses vacuolos € a heveina [29].

O latex, em suas diferentes fragdes, apresenta grande potencial para uso como
biomaterial. E como estudos prévios mostraram a acao especifica antitumoral da fracao
C em células HepG2 [40] e carcinoma de colo de utero humano (HeLa) [39], testes em

outros tipos de canceres, como o cancer de pele, podem trazer resultados significativos.

1.3 CANCER DE PELE

O cancer de pele ¢ a neoplasia mais comum no mundo. Varios sao os fatores
etiologicos envolvidos com a neoplasia cutanea, como: fenotipo da pele, localizagao
geografica, exposi¢ao solar [46], reducdo da camada de ozoOnio, entre outros, sendo a
exposicao a radiacao ultravioleta (UV) o fator mais importante [47]. A radiagdo UV tem
a capacidade de induzir mutagdes epigenéticas, promovendo a expansao da populagdo de
células iniciadas, além de inflamacdo dérmica, hiperplasia epidérmica, alteragdo na

expressao de multiplos genes associados com a proliferacao, diferenciagao e produgado de
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citocinas [48], além de formar dimeros de pirimidina, provocar peroxidacdo lipidica, e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).

O cancer de pele pode ser classificado em dois grandes grupos: o melanoma ¢ o
nao-melanoma. O melanoma ¢ originario dos melanocitos, e € raro se comparado ao nao
melanoma [49]. Porém, a incidéncia do melanoma tem aumentado nas Ultimas quatro
décadas. No ano de 2011, mais de 75 mil norte-americanos foram diagnosticados com
melanoma, ¢ mais de 9 mil foram a 6bito. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), no ano de 2016, houve 5.670 novos
casos de melanoma (sendo 3 mil homens e 2.670 mulheres) e em torno de 1.547 6bitos.
Esse cancer apresenta a caracteristica de se disseminar via linfatica para regides corporeas
distantes do sitio primario, possuindo alto potencial metastatico, além de ser menos
responsivo as terapias sistémicas [50].

O cancer nao melanoma, por sua vez, ¢ originado a partir das células epidérmicas,
variando a sua origem da camada basal da epiderme, resultando no carcinoma basocelular
(CBC), ou se originando da camada espinhosa, resultando no carcinoma espinocelular
(CEC) [49] (figura 5). O cancer nao melanoma ¢ o mais comum, acometendo mais de 1,2
milhdo de pessoas por ano nos EUA [51,52], e esta alta incidéncia representa uma
preocupacao publica devido aos altos custos de medicamentos, a morbidade causada e
aos resultados estéticos [53]. No Brasil, o acometimento deste tipo de cancer ¢ o mais
frequente em ambos os sexos, sendo que em homens a maior ocorréncia se dé nas regioes
Centro-Oeste, Sul e Norte, e em mulheres ocorre de forma homogénea em todas as regides
[54]. De acordo com dados do INCA, em 2016 no Brasil, 175.760 individuos foram

diagnosticados com cancer de pele nao melanoma.
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Célula de Langerhans Vaso Sanguineo Melanocito

Figura S. Esquema representativo das diferentes camadas da pele.
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1.3.1 Radiacao UV, Estresse Oxidativo e Cancer

A radiacdo ultravioleta (UV) tem a capacidade de provocar diversas reacdes
fotoquimicas ao alcancgar a pele. As ondas de radia¢ao penetram diretamente, interagindo
com as c¢lulas da epiderme e da derme (figura 6). Inicialmente, esta interacdo pode
estimular a producdo de melanina, visivel sob a forma de bronzeamento da pele, ou pode
levar a pequenas inflamagdes ou graves queimaduras. A exposi¢do cronica ¢ considerada
um dos agentes mais importantes para o desenvolvimento de doengas cutaneas malignas

e o envelhecimento [55-57].

Raios y Raios X UVA Visivel -

200 nm 290 nm 320 nm 400 nm

Tt

Corpusculo
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Terminagado
nervosa

Glandula

Glandula
sudoripara

Tecido

adiposo Foliculo piloso

Artéria Mdasculo eretor do pelo

Figura 6. Penetracdo dos diferentes raios UV nas camadas da pele (adaptado de Birch-

Marchin e Swalwell, 2010 [58]).

Os raios solares contém a radiacao UV A, B e C. Os raios UVC incidem em um
comprimento de onda que varia entre 180 e 290 nm, enquanto os raios UVB incidem entre
290 e 320 nm, e os raios UV A entre 320 ¢ 400 nm. Os raios UVA e UVB sdo os principais
responsaveis pela maior parte das lesdes cutaneas devido a excessiva exposi¢ao a radiacao
solar [59,60].

Embora haja muito mais radiacio UVA do que UVB no espectro solar (95% :
5%), a radiagdo UVB ¢ 1000 vezes mais eficaz em produzir eritema do que a UVA. A

UVB requer de 2,0 a 5,0 J/cm? para produzir uma dose minima eritematosa (1 MED),
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dependendo de alguns fatores como cor da pele, por exemplo. Na pele de camundongo
hairless, por exemplo, uma unica dose de 1,5 J/em” equivale a 1 MED [61]. Em regra
geral, quanto menor for o comprimento de onda da radiagdo UV, maior ¢ o efeito
biologico.

A radiagao UVB pode provocar algumas altera¢des inflamatorias, como inibir a
funcdo das células natural killer (NK), assim como bloquear processos de apoptose e lise
celular por modificagdes na expressao do gene p53. Essas alteragdes estdo diretamente
correlacionadas com a carcinogénese, podendo-se dizer, portanto, que a radiacdo UVB ¢
responsavel pelo cancer na pele humana, como os carcinomas de células basais escamosas
e os melanomas malignos [62,63].

E a pele estd continuamente exposta a uma combinagdao de fatores, além das
radiacoes UV, como agentes quimicos, que induzem a formacao excessiva de espécies
reativas (figura 7) [64]. As primeiras evidéncias in vitro sugeriram que todo o espectro
UV (UVA, UVB e UVC) seria capaz de gerar estresse oxidativo pelo aumento de espécies
reativas, ¢ resultar em danos no DNA [65,66]. Porém, a radiacdo UVB além de aumentar
a formacao de espécies oxidativas, atua alterando os niveis de enzimas antioxidantes

intracelulares [67-69].

PROCESSO GASES

ENZIMAS PATOLOGICOS CELULAS POLUENTES ATMOSFERICOS RADIACAO

!

MECANISMO DE DEFESA:
ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS E NAO-
ENZIMATICOS

Figura 7. Fontes enddgenas e exogenas de espécies reativas na pele, e mecanismos de

defesa antioxidante (adaptado de Guaratini et al., 2007 [64]).
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1.3.2 Cancer de Pele Nao Melanoma

O carcinoma basocelular (CBC) ¢ a neoplasia mais comum do mundo. Deriva das
células tronco da camada basal da epiderme e dos foliculos pilosos. Apresenta
crescimento lento [70,71], e ¢ localmente invasivo, com baixo potencial metastasico,
sendo facilmente tratavel por excisao cirtrgica se diagnosticado precocemente [55].

A exposi¢ao a radiacdo UV ¢ o fator mais representativo no aparecimento da
doenga, sendo que os individuos que sofreram exposicao solar aguda até os 20 anos tém
o risco aumentado em até trés vezes de ser acometido por CBC [72]. Ja a exposicao solar
cronica esta mais associada ao aparecimento de carcinoma espinocelular (CEC) também
conhecido como carcinoma de células escamosas (SCC). A propor¢ao de ocorréncia na
populagdo ¢ de quatro a cinco CBC para cada um CEC. No entanto, o registo de CBC
pelas entidades de saude nao € obrigatdrio, podendo ser a frequéncia ainda mais alta [71].

O CEC ¢ a segunda neoplasia do tipo ndo melanoma mais comum no mundo, € ¢
duas vezes mais comum em homens do que em mulheres, muito provavelmente devido a
maior exposi¢ao solar por consequéncia de algumas profissdes, descuidado com o filtro
solar, uso de cabelo mais curto e uso de roupas que nao protegem muito a regiao do tronco
e face [73,74].

Além de estar associado a exposicao solar cronica, outros fatores, como exposi¢ao
ao arsénio, infecgdes virais por HPV, tratamento com imunossupressores para
transplantes de orgdos, inflamag¢do cronica e ulceras, também contribuem para o
aparecimento do CEC [74-76]. O CEC ¢ localmente invasivo, com crescimento mais
rapido e agressivo do que o CBC, com potencial para metéastase e com taxa de mortalidade

mais alta [70].

1.3.3 Cancer de Pele Melanoma

Os melandcitos sdao células dendriticas presentes na epiderme e cuja principal
funcdo ¢ a sintese e transferéncia dos granulos de melanina para os queratinocitos
circunvizinhos [77]. A coloracao da pele ¢ definida por esses granulos de melanina que
podem ser compostos por eumelanina (pigmento marrom ou preto), feomelanina

(pigmento amarelo ou vermelho) ou uma mistura de ambos [78].
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Individuos expostos a radiacao UV tém aumentado a quantidade de melandcitos,
gerando mudangas proliferativas, e essas mudangas sdo classificadas de acordo com a
agressividade em:

1 — nevo melanocitico benigno;

2 —nevo displasico;

3 —melanoma de crescimento radial;
4 — melanoma de crescimento vertical;
5 — melanoma metastatico [77].

Tanto o nevo melanocitico benigno quanto o displasico sdo considerados
marcadores para o melanoma, e sua presenga aumenta o risco de desenvolvé-lo. O nevo
displasico, inclusive, ¢ considerado uma lesao precursora do melanoma [79-81].

O melanoma em si corresponde ao estagio final da carcinogénese melanocitica,
na qual a instabilidade genética das células iniciadas leva a um aumento da sua capacidade
proliferativa e de invasao [80]. Porém, assim como em qualquer sistema neoplésico, o
melanoma pode eventualmente escapar de etapas durante o seu desenvolvimento, e
aparecer mesmo na auséncia de lesdes intermediarias, surgindo até mesmo da

transformagao maligna de células precursoras [82].

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES
1.4.1 Espécies Reativas e Estresse Oxidativo

A oxidacdo constitui-se como parte essencial da vida aerdbia e, assim, as espécies
reativas sdo produzidas naturalmente pelo nosso organismo, envolvidas em diversos
processos como produgdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagdo intercelular, fotossintese e sintese de substancias bioldgicas importantes. As
espécies reativas dividem-se em dois grupos: as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO distribuem-se em espécies radicalares,
com elétrons desemparelhados centrados no atomo de oxigénio, como a hidroxila (HO*),
o superoxido (0,*), a peroxila (ROO") e a alcoxila (RO*), e ndo-radicalares, como o
oxigénio (O,), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o 4acido hipocloroso (HCIO). Dentre as
ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO*), 6xido nitroso (N,Os3), acido nitroso (HNO,),
nitritos (NO;"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO). Algumas dessas espécies sao

altamente reativas no organismo, atacando apenas lipidios, outras atacam lipidios,
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proteinas € o DNA [83, 84]. A figura 8, abaixo, exemplifica a formacao de diferentes

ERO na célula.

?NADPH Oxidase

Membrana Celular
’ /

0,

0, == 0," ‘
l SoD

H,0,

Mitocdndria l Nucleo

HO*
RH wsssssssss) R* mm) ROO*

Figura 8. Modelo mostrando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em dois
sistemas na célula. O anion superoxido (O;*") € produzido pelo complexo enzimatico
NADPH oxidase (Dinucledtido de nicotinamida e adenina fosfato oxidase), presente nas
membranas celulares, e pelas mitocondrias durante a cadeira transportadora de elétrons.
A dismutagdo do O,°" pela enzima superdxido dismutase (SOD) ¢ acompanhada da
formacgdo de H,O; e entdo pela formagdo do radical HO®*. O HO* ¢ altamente reativo,
apresentando a capacidade de oxidar todos os tipos de biomoléculas, especialmente os
lipidios, formando radicais ROO* capazes de gerar novas espécies reativas (adaptado de

Pospisil et al., 2014) [85].

O radical HO" é o mais deletério ao organismo, pois apresenta uma meia-vida
curta, e dificilmente € sequestrado in vivo. Este radical frequentemente ataca as moléculas
por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturagdes, e as formas de controlar a sua
presenca na célula sao reparando os danos ou inibindo a sua formagao [83]. O radical
HO* pode ser formado por dois mecanismos principais:

* reacdo de Fenton, que se caracteriza pela reagdo do H,O, com metais de transi¢ao
2+ + 2+ : At :
como o Fe” e o Cu’, sendo que o Fe” apresenta maior relevancia por sua maior

biodisponibilidade [86,87]:
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Fe'+ HO; W FeOH '(ou FeO" +H') — Fe' + HO’

* homodlise da dgua por exposicao a radiacao ionizante [87]:

luz UV

HlO —» HO' '+ H’

O radical HO* causa danos aos lipidios, proteinas, membranas celulares
(citoplasmatica, nuclear e mitocondrial), RNA e DNA, sendo que no ultimo ele ataca
tanto as bases nitrogenadas quanto a desoxirribose. A interacao com as bases nitrogenadas
ocorre devido a eletrofilicidade do HO® com os sitios de alta densidade eletronica das
insaturacdes das mesmas. A interacdo com a desoxirribose ocorre pela abstracdo de um
dos seus atomos de hidrogénio, e que leva a ruptura de fita simples ou dupla no DNA
[49]. A inabilidade celular de reparar os danos que ocorrem nesse processo pode levar a
célula a morte, ou provocar o aparecimento de mutagdes levando a carcinogénese ou ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas [88]. Nos aminoacidos e proteinas, esse
radical reage com a cadeia lateral, atacando especialmente cisteina, histidina, triptofano,
metionina e fenilalanina. O ataque a esses aminoacidos gera danos, como quebra de
ligagdes com a geracao de fragmentos, que podem ter como resultado a perda de atividade
enzimatica, citolise e até a morte celular [89].

O peroxido de hidrogénio (H,0,) ndo ¢ um radical, porém consegue se difundir
pelas membranas celulares com rapidez e tem a capacidade de gerar radicais HO* na
presenca de metais de transi¢do. Na auséncia dos metais de transi¢ao, ¢ pouco reativo e
somente oxida proteinas que apresentem residuos de metionina ou grupos tiol muito
reativos, como a glutationa (GSH), por exemplo [90].

O H,0, ¢ originado in vivo pela dismutacdo do anion radical superdxido (O;*)
durante a -oxidacdo dos acidos graxos ou pelas enzimas superoxido dismutase (SOD).
Outras enzimas, como a glutationa peroxidase (GSH-Px), também fazem a remog¢ao do
H,0, das células, porém essa remocgao ¢ limitada, o que indica que praticamente todas as
células de mamiferos sdo expostas a determinadas concentracdes de HO, [90].

O radical 6xido nitrico (NO*) ¢ produzido nas células de alguns tecidos, pela agao
da enzima 6xido nitrico sintase a partir da arginina, oxigénio e NADPH, gerando também
NADP" e citrulina. O radical NO" em si ndo ¢ suficientemente reativo para atacar o DNA

diretamente, mas pode reagir com o anion radical O,*", gerando peroxinitritos (ONOQO")
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que podem sofrer reagdes secundarias gerando agentes capazes de nitrar aminodcidos
aromaticos e bases nitrogenadas [91,92].

Muitas sao as defesas antioxidantes nos organismos para lidar com as espécies
reativas, € para que os danos causados pelas mesmas sejam minimos. Quando ha um
desequilibrio entre a producao de EROs e ERNSs e a quantidade de antioxidantes atuando,

com saldo em favor do primeiro, denomina-se estresse oxidativo [93, 94].

1.4.2 Defesas Antioxidantes

O estresse oxidativo ¢ combatido por antioxidantes produzidos pelo organismo ou
absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000) [95], antioxidante é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentra¢do, comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdao do mesmo. Os
antioxidantes endogenos, produzidos pelo proprio organismo, podem agir
enzimaticamente, a exemplo da superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GSH-Px) e catalase (CAT), ou ndo enzimaticamente como o tripeptideo glutationa
(GSH). Os antioxidantes exdgenos, consumidos através da dieta, sdo representados,

principalmente, pelo acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno

(pro-vitamina A) e os compostos fenolicos [93].

1.4.2.1 Antioxidantes Enddgenos
A SOD ¢ um conjunto de metaloproteinas que exercem o maior papel no sistema

antioxidante, catalisando a conversdao do anion radical O,*" em H,O, e O, [96]. Nos
mamiferos, € possivel encontrar trés isoformas da SOD: CuZn-SOD (SOD1), existente
no citoplasma; Mn-SOD (SOD2), distribuida na matriz mitocondrial, ¢ a SOD
extracelular (SOD3), localizada nos fluidos extracelulares, como linfa, fluido sinovial, e
plasma [97].

A GSH-Px apresenta papel significativo na prevengao de danos oxidativos na
célula através da reducao de hidroperdxidos [98]. Duas classes distintas desta enzima sao
conhecidas — a GSH-Px selénio dependente e a GSH-Px selénio independente, cada uma
possuindo maior especificidade por um determinado substrato [99]. O primeiro tipo ¢
capaz de reduzir o H,O, e uma imensa variedade de hidroperoxidos organicos. O segundo

tipo reduz qualquer hidroperdxido organico, com excegao do H,O, [100].
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A CAT ¢ considerada o maior componente da defesa antioxidante primaria,
atuando na catalise da decomposicao de H,O, em 4gua, dividindo esta fungdo com a GSH-
Px. A acdo da CAT ocorre preferencialmente em altas concentracdes de H,O,, e estudos
mostram que a atividade da CAT se encontra significativamente diminuida em tecidos
tumorais em comparagao com tecidos normais [101].

O tripeptideo y-L-glutamil-L-citeinil-glicina conhecido como glutationa (GSH) ¢
requerido em diversos processos celulares interconectados com a manutengao e regulacao
do status redox da célula, devido a sua capacidade de existir em diferentes formas redox
[102]. Sob condi¢des fisiologicas, a GSH reduzida ¢ a forma encontrada em
concentragdes de 10 a 100 vezes maiores do que a sua forma oxidada (GSSG). A GSSG
¢ predominantemente produzida pela acao catalitica da GSH-Px, assim como através de
reagoes diretas da GSH com compostos eletroliticos, como por exemplo os radicais livres
[103]. E a proporcao encontrada entre as formas reduzida e oxidada da GSH ¢ um
importante indicador do ambiente redox e, ao mesmo tempo, contribui para o
entendimento de mecanismos moleculares como a proliferacao e diferenciacao celular

[104].

1.4.2.2 Antioxidantes Exogenos
A vitamina C ¢ uma vitamina hidrossolivel, encontrada nos organismos na forma

de ascorbato (figura 9). O ascorbato desempenha papeis metabolicos como agente
redutor, reduzindo metais de transicdo (especialmente Fe' e Cu®") presentes nos sitios
ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo [105]. Por ser um bom agente
redutor, o ascorbato pode ser oxidado pela maioria das espécies reativas radicalares, que
chegam ou sdo formadas, nos compartimentos aquosos dos tecidos [83]. O ascorbato atua
contra a peroxidacao lipidica de duas maneiras:

* no plasma sanguineo, doa hidrogénios para os lipidios circulantes, impedindo a

sua peroxidagdo e posterior deposi¢ao na parede dos vasos;
* na membrana plasmatica, em parceria com o da-tocoferol, também doando

hidrogénios as fosfolipidios, impedindo sua peroxidagao [106].

Leandra Ernst Kerche Silva



Introducéo 17
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HO
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(l' HOH
CH,OH
Ascorbato

Figura 9. Estrutura quimica do ascorbato [83].

A vitamina E ¢ constituida por quatro tocoferdis, e secundariamente por quatro
tocotrienois, sendo o a-tocoferol (figura 10) o mais ativo [107]. O a-tocoferol tem a
capacidade de doar H para o radical ROO*, interrompendo a peroxidagao lipidica em
cadeia. Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais ROO* e, nesse caso, o tocoferol
¢ desativado de forma irreversivel. Por isso, os tocoferois necessitam do mecanismo de
regeneragao sinergética com o ascorbato nas membranas celulares, € com a ubiquinona

na membrana mitocondrial [106,108] (figura 11).
OH

o-Tocoferol

Figura 10. Estrutura quimica do a-tocoferol [83].
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Figura 11. Protecao da peroxidagdo lipidica de membrana pelo a-tocoferol, e posterior

regeneragdo do mesmo pelo ascorbato (adaptado de Barreiros et al., 2006 [83]).

Dentre os carotenoides, o -caroteno ¢ a mais importante fonte de vitamina A. Os
carotenoides formam um tipo incomum de agentes redutores, pois funcionam em baixos
niveis de oxigénio. A maior parte dos tecidos bioldgicos apresentam baixos niveis de
oxigénio, o que faz com que os carotenoides sejam importantes antioxidantes. /n vivo,
esses antioxidantes sequestram os radicais ROO*, reduzindo a oxidacdo do DNA e dos
lipidios [109].

Os polifendis, e em particular os flavonoides, possuem estrutura ideal para o
sequestro de espécies reativas, sendo antioxidantes mais efetivos que o ascorbato e o a-
tocoferol. A atividade de sequestro dos flavonoides esta diretamente ligada ao potencial
de oxidacdo do mesmo e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor for o seu
potencial de oxidagdo, maior ¢ sua atividade como sequestrador de espécies reativas, €
esse potencial estd diretamente relacionado ao nimero de hidroxilas dos flavonoides
[110,111]. A lipofilicidade do flavonoide também influencia na sua atividade
antioxidante, ja que dessa atracdo resulta a sua interagdo com as membranas celulares. Os

flavonoides que sdo assimilados pelas membranas exercem a fungdo de moduladores de
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fluidez, gerando um impedimento fisico para a difusdo de espécies reativas, impedindo o

estresse oxidativo [112].

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E CANCER DE PELE

O estresse oxidativo ¢ importante do ponto de vista biomédico por estar
relacionado com diversos tipos de doengas, como doengas neurodegenerativas (Mal de
Alzheimer, Mal de Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrofica, etc.), doencas inflamatorias
(Artrite Reumatoide), doencas cardiovasculares (distrofias musculares), alergias,
disfungdes do sistema imunologico, diabetes, envelhecimento e cancer. O excesso de
ERO pode saturar os mecanismos de defesa celulares, e as moléculas intracelulares se
tornam seriamente danificadas, afetando as células vizinhas [113].

A pele espontaneamente responde ao aumento dos niveis de ERO induzido por
radiacdo UV ou agentes quimicos € as mesmas podem promover diversos aspectos do
desenvolvimento e progressao do cancer de pele, como: 1) proliferacao celular; i) evasao
da apoptose; ii1) invasao de tecidos e metastases; e iv) angiogénese.

Proliferacao celular descontrolada requer a regulagao positiva de diversas vias de
sinalizagdo intracelular, incluindo cascatas envolvidas na sobrevivéncia, proliferacdo e
progressao do ciclo celular. O efeito mais significativo das ERO nas vias de sinalizagao
tem sido observado nas vias da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK/AP1) e do
fator nuclear kappa B (NK-kB) [114]. A inducdo de vias sensiveis as altera¢des redox
durante a proliferacao celular € necessaria, ja que a divisao celular exige muita energia e
a produgao de metabolitos da geracao dessa energia deve ser tamponada para prevenir
danos oxidativo e morte celular [115]. As ERO como o H,O; € 0 4nion O, podem induzir
mitose em diversos tipos celulares [116].

Uma das -caracteristicas-chave das células tumorais ¢ a habilidade de
sobrevivéncia quando comparadas as células normais. Nas células normais, as ERO
podem induzir danos no DNA que iniciam o processo de tumorigénese e subsequente
progressao do tumor. No entanto, nas células tumorais, as ERO podem mediar a ativagao
de vias de transducao de sinais que estdo envolvidas com a transmissao de informagao
inter e intracelulares e que sdo criticas para dar suporte a sobrevivéncia [117]. Uma das
enzimas envolvidas com esse suporte ¢ a quinase serina-treonina Akt, que regula

negativamente as defesas antioxidantes e promove sobrevivéncia tumoral [118].
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As ERO estdo envolvidas com o aumento da invasdao tumoral e metastase pela
elevacao nas taxas de migragao celular. Durante a transformagao em carcinoma invasivo,
as cé€lulas epiteliais sofrem profundas alteragdes em sua morfologia ¢ modo adesivo,
resultando na perda da polarizagao normal, se transformando em uma célula altamente
invasiva [117]. Um estudo prévio mostrou que altas taxas de H,O, em carcinomas podem
induzir a formagdo de metastases pulmonares [119], provavelmente por diminuir a
ligacdo das células tumorais a lamina basal. Por exemplo, o estresse oxidativo regula a
expressao da proteina de adesdo intracelular-1 (ICAM-1), uma proteina de superficie
celular presente nas células epiteliais que regula a migracao celular [120].

Tumores so6lidos induzem uma resposta angiogénica para formar uma nova rede
vascular para suprir as células tumorais com nutrientes e oxigénio [121]. As ERO tém
sido apontadas como um dos fatores importantes de estimulo para a sinalizagdo
angiogénica. Um estudo mostrou que a administragao de H,O, ou drogas produtoras de
estresse oxidativo, como a doxorrubicina, ativa a angiogénese in vivo [122].

As ERO estao relacionadas com o cancer de pele por corresponder a um dos
efeitos mais significativos da exposi¢do a radiacdo UV. O controle da formagao das ERO
pela radiacao UV ¢ de extrema importancia para a prevencao dos efeitos deletérios da
exposicao solar, e automaticamente a prevencao do cancer de pele, e esse controle pode
ser feito através do equilibrio redox e do uso de fotoprotetores para a prevencao da

formacao das ERO[123].

1.6 FOTOPROTETORES

A utilizagdo de fotoprotetores ¢ a principal abordagem cosmética contra os efeitos
nocivos da radiagdo UV. Virios estudos tém demonstrado que o uso continuo de
fotoprotetores reduz os casos de queratose actinica (AK), carcinomas e diminui o
desenvolvimento de novos nevos, além de evitar o envelhecimento precoce da pele [124-
127].

Fotoprotetores sao preparagdes cosméticas que possuem diversas formas de
apresentacao. Podem ser encontrados na forma de log¢des hidro-alcodlicas, 6leos, géis
oleosos, emulsdes 6leo em dgua, emulsdes agua em dleo, bastdes, aerossois e outros. As
locdes hidro-alcodlicas em si apresentam reduzida protecao, pois o filme formado sobre

a pele ¢ irregular [128].
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As formulagdes fotoprotetoras apresentam agao fisica ou quimica que atenua o
efeito da radiagdo UV por mecanismos de absorcao, dispersao ou reflexao da radiacao. A
qualidade de um fotoprotetor depende do seu FPS (Fator de Protecao Solar) a radiagao
UVB, da medida de protecdo PPD (Persistent Pigment Darkening) ou UV A-PF (Fator de
Protecao a radiagdo UVA), e das suas propriedades fisico-quimicas como: formagao de
pelicula ideal sobre a pele, estabilidade, baixa hidrossolubilidade e hipoalergenicidade
[129-131].

Muitos produtos cosméticos presentes no mercado apresentam antioxidantes
incorporados visando combater os sinais de envelhecimento da pele. Diversos trabalhos
investigam a a¢ao destes antioxidantes na fotoprotecao, analisando seus efeitos protetores
frente aos danos moleculares gerados por estresse oxidativo induzido pela radiacao UV
[132,133].

Pesquisas de novas substancias para utilizagdo em protetores solares estao sendo
extensivamente realizadas, e ha um crescente interesse para o desenvolvimento de
fotoprotetores baseados em produtos naturais com atividade antioxidante [134]. Dessa
forma, a utilizacdo da fragdo C como componente antioxidante de um fotoprotetor,
associado a outras propriedades ja documentadas para o latex (e.g. cicatrizante,

regenerativa, angiogénica, etc.), se torna interessante.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a capacidade antioxidante da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis em
modelo experimental in vitro sem células, em meio in vitro com duas linhagens celulares
e em modelo experimental in vivo de cancer de pele ndo melanoma induzido por radiagao

UVB.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho foram avaliar:

* a capacidade de diferentes concentragdes da fragao C do latex de H. brasiliensis
de sequestrar espécies reativas (HO', H,O, e NO") in vifro em meio sem células;

* a capacidade antioxidante total de diferentes concentragdes da fracdo C do latex
de H. brasiliensis in vitro em meio sem células através do método de reducao do
molibdénio;

* o efeito de diferentes concentracoes da fracdo C do latex de H. brasiliensis sobre
a viabilidade celular das linhagens CHO-k1 e B16F10 através do teste do MTT;

* a genotoxicidade de diferentes concentragdes da fracdo C do latex de H.
brasiliensis nas linhagens CHO-k1 e B16F10 através do Ensaio do Cometa;

* aindugdo de apoptose e necrose de diferentes concentragdes da fragao C do latex
de H. brasiliensis sobre as linhagens CHO-k1 e B16F10, através da técnica de
deteccao morfologica de células apoptoéticas e necrdticas por dupla coloragao com
Hoechst 33342 e lodeto de Propidio;

* 0s parametros de estresse oxidativo, através da dosagem de glutationa (GSH) e
malonaldeido (MDA), nas linhagens CHO-k1 e B16F10 tratadas com diferentes
concentragoes da fracdo C do latex de H. brasiliensis;

* acapacidade antioxidante de diferentes concentragdes da fracao C do latex de H.
brasiliensis nos eritrocitos de camundongos hairless (SKH-1) apos irradiagao
cronica com radiacao UVB, através da avaliacao da atividade da catalase (CAT)
e dosagem de GSH;

* acapacidade antioxidante de diferentes concentragdes da fracao C do latex de H.

brasiliensis na pele de camundongos SKH-1 apds irradiagdo cronica com radiagao
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UVB, através das dosagens de MDA e GSH, através da avaliagao da capacidade
antioxidante total da pele (TRAP) e da atividade da CAT;

* histopatologicamente a pele de camundongos SKH-1 apds tratamento com
diferentes concentragdes da fracdo C do latex de H. brasiliensis e irradiagao

cronica com radiacao UVB.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETA DO LATEX E OBTENCAO DA FRACAO C

O latex foi coletado de diferentes seringueiras (Hevea brasiliensis) clones RRIM
600, na Fazenda Indiana localizada na regido de Presidente Prudente-SP, em 25 de junho
de 2013. A sangria das arvores foi realizada com uma faca em forma de U, em cortes
sucessivos a partir de uma altura de 1,20m do solo.

O latex foi entdo levado ao laboratorio, dividido em microtubos de 2,0 ml, tipo
Eppendorf, e centrifugado a 17968g por 30 minutos em uma centrifuga da marca Fanem,
tipo Microhemato, modelo 2410. A essa velocidade, o latex se separa em trés partes
diferentes™ (figura 3). Utilizando uma seringa, a fracdo aquosa intermedidria,
correspondente a fragdo C do latex, foi removida e separada em tubos de 15 ml, tipo
Falcon. Esses tubos foram levados ao freezer a -4°C, para que as particulas de borracha

remanescentes precipitassem e pudessem ser removidas posteriormente.

3.2 PREPARO DA FRACAO C PARA OS TESTES IN VITRO

A fracao C reservada nos tubos tipo Falcon foi filtrada sucessivamente em filtros
com poros de 14 um (Qualy, Brasil) e posteriormente em filtros com poros de 7 um
(Quanty, Brasil). A mesma foi entdo pesada e diluida em PBS (Phosphate Buffer Saline)
até chegar a uma concentragdo de 200 ug/ml, que foi considerada a solucdo-mae. Essa

solucdo teve seu pH corrigido para 7,4, e a partir dela foram preparadas outras 9

concentragoes:
e 0,02 pg/ml;
e 0,2 ug/mi;
e 1 pug/ml;
e 2ug/ml;
e 5Spug/ml
e 10 pg/ml
e 20 pg/ml;
e 50 pug/ml;e
e 100 pg/ml.
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Todas as solugdes foram entdo filtradas para descontaminacao, em fluxo laminar,
em filtros com poros de 0,22 um (Kasvi, Brasil), e estocadas em geladeira para uso

posterior.

3.3 PREPARO DOS CREMES DE FRACAO C PARA OS TESTES IN VIVO

Para a preparacao dos cremes para os testes in vivo, foi preparado um veiculo nao
16nico, conforme descrito por Takahashi e colaboradores (1999) [135]. Esse veiculo foi
preparado no Laboratério de Farmacotécnica da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), com a seguinte composi¢ao:

e Alcool cetearilico;

* Polysorbato 60;

¢ Estearato de Octila;

* Dispersao coloidal acido graxo/ésteres;
* Metilparabeno;

* Propilparabeno;

e EDTA dissédico;

* Propilenoglicol;

*  Aminopropanol Ultra;
¢ Isotiazolinona;

* Ciclopentoxalano;

e Agua destilada.

ApOs a preparagao do veiculo, foi adicionada a fragdo C do latex até chegar a
concentragdo final de 1%, 2% e 10%. Os cremes foram reservados em recipientes proprios

para pomadas, em geladeira (4 °C), até o uso.

3.4 TESTES IN VITRO EM MEIO SEM CELULAS
3.4.1 Atividade de sequestro de radicais hidroxil (HO’)

A atividade sequestradora de radicais HO* da fragao C do latex foi medida de

acordo com Smirnoff e Cumbes (1989) [136], com modificacdes conforme Liu e
colaboradores (2010) [137]. Os radicais HO*® foram gerados a partir de FeSO,4 e H,O,, e

detectado a partir de sua habilidade de hidroxilar o salicilato.
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A mistura de 2 ml continha 0,5 ml de FeSO4 (1,5 mM), 0,35 ml de H,O, (6 mM),
0,15 ml de salicilato de s6dio (20 mM), e 1 ml das diferentes concentragdes da fracao C
do latex (0,02; 0,2; 1;2; 5; 10; 20; 50; 100 € 200 pg/ml). Acido L-ascorbico (1000 pg/ml),
Vitamina C, foi utilizado como controle positivo e para comparacao com as diferentes
concentracgoes da fracao C.

ApOs incubagdo de 1 hora a 37 °C, a absorbancia do sacilitato hidroxilado foi
medida espectrofotometricamente a 562 nm. A porcentagem de radicais sequestrados foi

calculada assim:

. (4, — 4p)
%HO sequestrado = |1 — — x100,
0

onde A ¢ a absorbancia da amostra de fragao C ou do acido ascorbico, Ay ¢ absorbancia

do controle, € A, € a absorbancia do branco sem o salicilato de sodio.

3.4.2 Atividade de sequestro de peroxido de hidrogénio (H,0;)

A capacidade de sequestro de H,O; foi medida de acordo com Liu e colaboradores
(2010) [137].

A mistura para as reagdes continha Iml de H,O, (0,1 mM) preparado na hora, 1
ml das diferentes concentragdes da fragdao C do latex (0,02; 0,2; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e
200 pg/ml), 0,1 ml de molibdato de amoénio (3%), 10 ml de H,SO4 2M, e 7 ml de KI 1,8
M. Acido L-ascorbico (1000 pg/ml), Vitamina C, foi utilizado como controle positivo e
para comparacao com as diferentes concentragdes da fragao C.

A mistura foi titulada contra 5 mM de Na,S,0; até a cor desaparecer. A atividade

de sequestro foi calculada assim:

) (-
%oH,0,sequestrado = TxlOO,
0

onde V € o volume da solugdo de Na,S,05 usada para titular a mistura controle e V; € o
volume da solucao de Na,S,0; usada para titular a mistura com as amostras e acido

ascorbico.

3.4.3 Atividade de sequestro do radical oxido nitrico (NO’)
O NO-* gerado a partir do nitroprussiato de sodio foi medido através do reagente

Griess, pelo método de Marcocci e colaboradores (1994) [138].
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A mistura com volume final de 3 ml, contendo as concentragdes da fragao C de
latex (0,02; 0,2; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e 200 pg/ml) e nitroprussiato de s6dio (SmM) em
PBS, foi incubada a 25 °C por 150 min. Apo6s a incubagdo, amostras (0,5 ml) foram
removidas e diluidas com 0,5 ml de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 2% &cido o-
fosforico e 0,1% naftil-etilenodiamina). A absorbéancia do cromdéforo formado foi medida
a 546 nm, e a inibi¢do da formagao de NO* foi estimada pela comparagao entre os valores
de absorbancia da amostra com a fracdo C e do controle sem a fragio C. Acido L-
ascorbico (1000 pg/ml), Vitamina C, foi utilizado como controle positivo e para
comparacdo com as diferentes concentra¢des da fracao C.

A atividade de sequestro foi calculada assim:
: Ay
%NO0 sequestrado = [1 — A_] x100,
2

onde Ay € a absorbancia do controle, e A; a absorbancia da amostra contendo a fragao C

do latex ou acido ascorbico.

3.4.4 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada de acordo com Pietro e
colaboradores (1999) [139].

As concentragdes da fragao C do latex (0,02; 0,2; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e 200
ng/ml) foram adicionada em um tubo tipo Eppendorf e misturadas a 1 ml de uma solugao
reagente contendo 0,6 M de H,SO4, 28 mM de NaH,POs4, ¢ 0,4 mM de molibdato de
amonio. Os tubos foram encapados com papel aluminio e incubados a 95 °C por 90 min.
A absorbancia foi medida a 695 nm apos as amostras esfriarem a temperatura ambiente.
Acido L-ascorbico (1000 pg/ml), Vitamina C, foi utilizado como controle positivo e para
comparacdo com as diferentes concentra¢des da fracao C.

A capacidade antioxidante total foi calculada assim:
A
Capacidade antioxidante total (%) = [1 — A—l x100,
2

onde A; ¢é a absorbancia da amostra ou do acido ascorbico, e Ay a absorbancia do controle.
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3.5 TESTES IN VITRO EM MEIO COM CELULAS
3.5.1 Linhagens celulares CHO-kI e B16F'10 e Condi¢oes de Cultura

As células de epitélio de ovario de hamster chinés (CHO-k1), gentilmente cedidas
pela Dr.* Dalita G. S. M. Cavalcante, foram crescidas em meio de cultura HAM-
F10:DMEM (1:1), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de mistura de
penicilina/estreptomicina, todos produtos da Sigma-Aldrich, Brasil.

As células de melanoma murino (B16F10), gentilmente cedidas pela Prof.* Dr.?
Alessandra Lourenco Cecchini da Universidade Estadual de Londrina, foram crescidas
em meio DMEM high-glucose (Gibco® Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de mistura de
penicilina/estreptomicina, ambos Sigma-Aldrich, Brasil.

Ambas linhagens foram mantidas em uma incubadora com atmosfera umedecida
de 5% de CO; a 37 °C. Todos os experimentos foram realizados cultivando 10° células
em placas de 24 pocos por 24 horas, com exce¢ao do teste de viabilidade celular, onde as
células foram cultivadas em placas de 96 pogos, quando as células apresentavam 80% de

confluéncia, no minimo.

3.5.2 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), também conhecido como adriamicina, ¢ um
antibiotico antineoplasico do grupo das antraciclinas, isolado a partir de culturas fingicas
de Streptomyces peucetus var. caesius, relatado como de uso recorrente em oncologia
humana. Clinicamente, a DXR tem atividade significativa contra consideravel numero de
tumores, incluindo alguns que sdo refratdrios a outros farmacos [140]. Estudos tém
comprovado que o estresse oxidativo e a producao de radicais livres estdo envolvidos no
modo de agao da DXR, especialmente em termos da acao antitumoral [141,142].

No presente estudo, a DXR (Doxorubicin hydrochloride, Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil, CAS 25316-40-9) foi dissolvida em agua destilada até¢ atingir uma

concentragao final de 0,75 pg/ml e foi protegida da luz.
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3.5.3 Teste de Viabilidade Celular

A viabilidade das células CHO-k1 e B16F10, tratadas com as dez concentracdes
de fracdo C do latex (0,02; 0,2; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e 200 pg/ml), foi avaliada por
meio da andlise colorimétrica do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio ou MTT (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), por meio do protocolo proposto
por Mosmann (1983) [143], em placa de 96 pogos. Células tratadas com PBS foram
consideradas como controle negativo. Foram realizadas 8 repetigdes em triplicata para
cada tratamento.

Ap0s o periodo de exposi¢ao (24h) das células aos diferentes tratamentos, o meio
foi aspirado e as células incubadas por 3 horas em 200 pl de solugdo de MTT. Em seguida,
a solucdo de MTT foi aspirada cuidadosamente e o formazan precipitado foi
ressuspendido em 200 pl de dimetilsulféxido (DMSO).

A viabilidade celular (VC) foi avaliada por espectrofotometria, no Leitor
Universal de ELISA (Readwell Touch, Robonik, India), no comprimento de onda de 492
nm, no laboratdrio de Imunologia Clinica da Universidade do Oeste Paulista. As células
tratadas com PBS (controle negativo) foram consideradas como apresentando 100% de
VC.

A VC das células tratadas foi determinada pela seguinte formula:

AbST - AbSBT‘

Ve =
AbSCT - AbSBr

x100,

onde Abst ¢ a absorbancia das células tratadas com as diferentes concentra¢des da fragao
C de latex, Absg; ¢ a absorbancia encontrada para o branco (pogos contendo apenas meio
de cultura) e Abscr € a absorbancia encontrada para o controle negativo.

A partir do teste de VC nas células CHO-k1, juntamente com os testes
antioxidantes in vitro em meio sem células, foram escolhidas trés concentracdes com alta
capacidade de sequestro de radicais livres e com alta VC para serem trabalhadas nos

outros testes (5, 50 e 100 pg/ml).

3.5.4 Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa foi realizado em condi¢des alcalinas, conforme proposto por
Singh e colaboradores (1988) [144], com algumas modificacdes, conforme descrito por

Speit e Hartmann (1999) [145]. Laminas de vidro foram previamente preparadas, onde a
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agarose de ponto de fusao normal (normal melting point ou NMP) foi aplicada sobre as
laminas e as mesmas permaneceram horizontais, em temperatura ambiente, por 24h para
secagem.

As linhagens celulares CHO-k1 e B16F10 foram expostas a trés concentragdes da
fracdo C do latex (5, 50 e 100 ug/ml) por 24 h, em placa de 24 pocos. A DXR (0,75
ng/ml) foi utilizada como controle positivo e o PBS foi utilizado como controle negativo.
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

ApoOs o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e 20 pl
de cada amostra foi misturada a 150 ul de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting
point ou LMP) e a suspensdo celular obtida foi transferida para duas laminas que
continham agarose NMP. Uma laminula foi adicionada e as laminas foram levadas a
geladeira (4 °C) para solidificar por 30 minutos. A laminula foi entdo cuidadosamente
retirada e a lamina foi mergulhada em uma solugdo lisadora alcalina (pH 10), recém
preparada, contendo NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, 10% DMSO, 1 ml Triton
X-100, por 1 hora a 4 °C e protegidas da luz. Ao final do periodo de lise, as laminas foram
transferidas para uma cuba de eletroforese contendo um tampao altamente alcalino (pH
13) que continha NaOH 300 mM e EDTA 1 mM) e foram incubadas a 4 °C por 20
minutos, para permitir o desnovelamento do DNA. Apos esse periodo, uma corrente de
25 V e 300 mA foi aplicada por 20 minutos na cuba e logo apds as laminas foram
submergidas em um tampao neutralizador (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 minutos, e deixadas
para secar a temperatura ambiente. As laminas foram estocadas a 4 °C em geladeira para
posterior analise.

Para analise das laminas foi aplicado 50 pl do corante GelRed (33%) e os
nucleoides foram imediatamente evidenciados usando um microscopio de fluorescéncia
Olympus IX51 em 400 x (filtro de excitacdo 420-490 nm; filtro de emissao 520 nm).
Foram analisadas 100 nucleoides por lamina, sendo 300 células por tratamento.

Em cada lamina, as células foram visualizadas e classificadas de acordo com 4
classes, de acordo com o tamanho da calda conforme o seguinte: classe 0, quando ndo ha
calda; classe 1, quando h4d uma pequena calda com o comprimento menor do que o
diametro do nucleoide; classe 2, quando a calda ¢ até 2 vezes maior do que o diametro do
nucleoide; e classe 3, quando a calda ¢ mais do que 2 vezes maior do que o diametro do
nucleoide (figura 12).

O score dos 300 nucleoides analisados por tratamento, foi obtido de acordo com

a féormula de Manoharan e Banerjee (1985) [146], com modifica¢des, conforme a seguir:
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Score = (1xn; + 2xn, + 3xn;),

onde n = numero de células analisado em cada classe.

Figura 12. Classificagdo dos nucleoides de células B16F10 no ensaio do cometa apos

coloracdao com GelRed. A: classe zero, B: classe 1; C: classe 2; D: classe 3.

3.5.5 Detec¢do morfologica de células apoptoticas e necroticas

A detec¢ao morfologica das células apoptodticas e necrdticas foi realizado de
acordo com o descrito por Carminati (2005) [147], com algumas modificagdes. As
linhagens celulares CHO-k1 e B16F10 foram expostas a trés concentracdes da fragao C
do latex (5, 50 e 100 pg/ml) por 24 h, em placa de 24 pocos. A DXR (0,75 pg/ml) foi
utilizada como controle positivo e o PBS foi utilizado como controle negativo.

Para a visualizagdo de células apoptoticas e necroticas, dois corantes fluorescentes
foram empregados: o Hoechst 33342 (bisBenzimide H33342 trihydrochloride, Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e o Iodeto de Propideo (PI) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brasil). O corante Hoechst 33342 ¢ utilizado para corar DNA em células vidveis e o PI
somente pode penetrar células com membrana celular danificada, sendo util entdo para a
identificacao da integridade da membrana celular.

ApoOs o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas e centrifugadas, e
ressuspendidas em meio de cultura. Aliquotas de 100 pl da solugdo contendo as células
foram simultaneamente incubadas com 50 ul de PI (1000 pg/ml), 25 pl de Hoechst 33342
(1000 pg/ml) e 25 ul de PBS a 37 °C por 5 minutos. 50 pl da solucao total foi depositada
sobre uma lamina ¢ a mesma coberta com laminula, ¢ analisada em microscopio de
fluorescéncia Olympus IX51 em 400 x com filtro DAPI. Foram analisadas 500 cé¢lulas
por lamina, totalizando 1500 células por tratamento, sendo discriminadas as células
apoptoticas, necréticas e normais de acordo com o seguinte critério:

* (C¢lulas apoptoticas: nucleo azul com corpos apoptoticos;

* (C¢lulas necréticas: nucleo vermelho integro ou em vesiculas;
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* (C¢lulas normais: nucleo integro, corado em azul (Figura 13).

Apoptotic Cell

Figura 13. Classificacdo morfoldgica: (A) células apoptoticas, (B) necroticas (em
vermelho) e normais (em azul), de acordo com a coloracao fluorescente com Hoescht
33342 e lodeto de Propidio.

3.5.6 Parametros de Estresse Oxidativo

Para a determinacao dos parametros de estresse oxidativo, as linhagens celulares
CHO-k1 e B16F10 foram expostas a trés concentragoes da fracao C do latex (5, 50 e 100
pug/ml) por 24 h, em placa de 24 pogos. A DXR (0,75 pg/ml) foi utilizada como controle
positivo e o PBS foi utilizado como controle negativo. Esses parametros foram analisados
no Laboratdrio de Patologia Geral da Universidade Estadual de Londrina, sob orientacao
da prof.? Dr.* Alessandra Lourenco Cecchini.

A quantificacdo de tiol total foi determinada utilizando 5,5’-ditiobis (4cido 2-
nitrobenzoico, DTNB), conforme descrito por Hu (1994) [148]. A quantificacdo de
grupos tiol total foi calculada usando uma curva de calibragcdo preparada com GSH
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), e os resultados foram expressos em tiol uM/g de
proteina.

Aldeidos sempre sdao produzidos em processos de peroxidagdo lipidica, sendo o
malonaldeido (MDA) o mais abundante. O conteido de MDA foi determinado por
cromatografia liquida de alta performance em um sistema HPLC LC-20AT® (Shimadzu,
Kyoto, Japan), conforme descrito por Victorino e colaboradores (2013) [149]. As
suspensoes celulares foram incubadas com acido perclérico e entdo com 0,5 M de 4cido

tiobarbitarico a 100 °C por 30 minutos. A reagdo foi entdo resfriada e centrifugada a 5000
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g a4 °C. As leituras foram tiradas a 535 nm durante 11 minutos, em uma taxa de vazao
de 0,8 ml/min a 35 °C, e os resultados foram expressos em MDA nM/g de proteina.

A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951) [150], modificado por Miller (1959) [151]. Albumina de soro bovino foi utilizada

como padrao.

3.6 TESTES IN VIVO

Todos os testes in vivo foram realizados no Departamento de Patologia Geral da
Universidade Estadual de Londrina, sob orientagdo da Prof.? Dr.* Alessandra Lourengo
Cecchini. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade

Estadual de Londrina sob 0 no 6738.2015.40 (em anexo).

3.6.1 Animais, irradia¢ao UVB e tratamento com o creme de fragdao C

Camundongos hairless SKH-1 machos, pesando entre 20-25 g, tiveram acesso a
comida e dgua ad libitum. Todos foram tratados de acordo com as orientagdes do Instituto
Nacional de Sauade.

A camara de irradiacdo foi ajustada com uma lampada UVB fluorescente
PHILIPS TL/12 40 W, com uma faixa de emissdao entre 270 a 400 nm, com picos
maximos de 313 nm. A emissdo UVB foi medida usando um Radiometro modelo IL-
1700 (International Light, USA) com um sensor para UV (SED005) e UVB (SED240),
que detectou que a radiacdo UVB constituia 73% do total de radiacdo emitida nas
condigdes experimentais. A taxa de emissao da radiagdo UVB foi de 0,47 x 10* mW/cm?
e os animais foram expostos a uma dose didria de radiacio UVB de 0,228 mJ/cm? (dose
cumulativa = 17,1 J/em?). A cimara de irradiacdo utilizada apresenta como medidas
1,30m X 0,43 m X 0,45 m, e o local para se colocar a caixa com os animais para irradiagao
situa-se 15 cm abaixo da lampada.

Os animais foram tratados topicamente no dorso com ~50 mg dos cremes e
irradiados durante 16 minutos, 5 dias na semana, por 15 semanas, conforme descrito por
Burns e colaboradores (2012) [152], com modificagdes (figura 14). Os grupos de animais,
contendo 8 camundongos cada, foram divididos em:

* Grupo controle ndo irradiado: os animais desse grupo nao receberam irradiacao e

nem tratamento com o creme;
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* Grupo controle irradiado: os animais receberam apenas irradiagdo, mas nao foram
tratados com o creme de fracao C;
* Grupo irradiado com creme sem fracdo C: os animais receberam irradiagdo e
foram tratados apenas com o veiculo, sem a fragdao C do latex;
* Grupo irradiado com creme com fragao C a 1%: os animais receberam irradiacao
e foram tratados com o creme contendo 1% de fragao C;
* Grupo irradiado com creme com fragao C a 2%: os animais receberam irradiacao
e foram tratados com o creme contendo 2% de fragao C;
*  Grupo irradiado com creme com fragdo C a 10%: os animais receberam irradiacao
e foram tratados com o creme contendo 10% de fracao C.
Apos a irradiagdo, o creme era completamente removido do dorso do animal.
ApOs os tratamentos, 1,5 ml de sangue total foi colhido por pun¢ao cardiaca, e 1
cm’ de pele da regido dorsal foi removido. 0,5 cm” da pele removida foi congelado em
freezer -80 °C e o outro 0,5 cm” foi fixado em formalina tamponada 5% para posterior

inclusdo em parafina. Todos os parametros analisados foram medidos em triplicatas.

Figura 14. Camundongo SKH-1 apo6s 15 semanas de irradiacdo por radiacio UVB. A

seta aponta as lesdes encontradas no dorso do animal, provocadas pela irradiacao crénica.
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3.6.2 Analise antioxidante de eritrocitos

Os eritrécitos foram obtidos de sangue heparinizado e lavados trés vezes com
solucdo salina 0,9% a 4 °C.

A atividade da CAT foi medida conforme descrito por Aebi (1984) [153], com
modificagdes conforme descrito por Panis e colaboradores (2012) [154]. Os eritrocitos
foram diluidos a 1:80 de adgua destilada, e incubados em um sistema contendo 1 M de
Tampao TRIS e 200 mM de solucao de H,O,. A cinética de absorbancia foi monitorada
em 240 nm, em um espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV-1650 PC® (Shimadzu, Kyoto,
Japan). Os resultados estao expressos em valores de absorbancia por minuto por mililitro
de amostra (Abs.min”.ml™).

Os niveis de GSH foram determinados de acordo com o descrito por Tietze (1969)
[155], onde 30 ul de eritrécitos diluidos em uma proporcao de 1:100 em agua deionizada,
e incubados com 60 uM de 5,5’-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico, DTNB) em 1 M de
tampao TRIS foram medidos a 412 nm, e os resultados foram expressos em pug de GSH.

A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951) [150], modificado por Miller (1959) [151]. Albumina de soro bovino foi utilizada

como padrao.

3.6.3 Andlise antioxidante da pele

3.6.3.1 Preparacdo do tecido
Os homogenatos da pele da regido dorsal foram preparados conforme o descrito

por Peres e colaboradores (2011) [156]. As peles foram homogeneizadas em um
homogeneizador Ultraturrax, contendo 10 mg de tecido/ml ou 50 mg de tecido/ml em 30
mM de tampao KH,PO4/K,;HPO4 ¢ 120 mM de KCI em pH 7,4. O sobrenadante da
concentracdo de 10 mg de tecido/ml foi utilizado para determinar a capacidade
antioxidante total (TRAP). O sobrenadante da concentragao de 50 mg de tecido/ml foi
utilizado para determinar a atividade da catalase, os niveis de GSH e a peroxidacao

lipidica.

3.6.3.2 Medida da capacidade antioxidante total (TRAP)
A capacidade antioxidante total do homogenato de pele foi medido por

quimioluminescéncia, conforme descrito por Repetto e colaboradores (1996) [157], em
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uma reagdo contendo 20 uM de 2-azobis-(2-amidinopropano) (ABAP) e 200 uM de
luminol, um sistema gerador de radicais alcoxil. Apos a emissdo maxima ter sido
alcancada, 70 ul de trolox foi adicionado ao meio de reacdo. Depois, o trolox foi
substituido por 100 pl do sobrenadante de tecido. O tempo que a amostra segurou a
emissao dos fotons (peak hindering time) € comparado com o padrao trolox. Os resultados

foram expressos em uM de Trolox.

3.6.3.3 Atividade da Catalase (CAT)
A atividade da catalase foi determinada de acordo com Cohen e colaboradores

(1970) [156], modificado por Aebi (1984) [153]. A absorbancia do H,O,, em IM de

tampao HCI-TRIS, pH 8,0, foi monitorada em 240 nm. Aliquotas do sobrenadante de pele
(50 mg de tecido/ml) foi adicionado ao meio e a diminui¢do da absorbancia foi
monitorada por 5 minutos. Os resultados foram expressos como ABS/mg proteina/min.

A decomposicao do H,0, esta diretamente relacionada com a diminui¢do da absorbancia.

3.6.3.4 Avaliacdo dos niveis de GSH
Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram determinados pelo 5,5’-ditiobis

(acido 2-nitrobenzoico, DTNB) evidenciados pela formagao de uma coloracao amarelada,
de acordo com método descrito por Tietze (1969) [155]. Os resultados foram expressos
em uM GSH/mg de proteina total.

A concentracao de proteinas totais foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951) [150], modificado por Miller (1959) [151]. Albumina de soro bovino foi utilizada

como padrao.

3.6.3.5 Avaliacdo da Peroxidacdo Lipidica
O malondialdeido (MDA) formado durante a peroxidagao lipidica faz parte dos

compostos reativos com o acido tiobarbittrico (TBARS), gerando um composto colorido,
o aducto (TBA),-MDA. Apo6s a extracao desse aducto com n-butanol, o mesmo absorve
luz no comprimento de onda de 532 nm. Os niveis de TBARS foram medidos de acordo

com o descrito por Oliveira e Cecchini (2002) [159], expressos em nM/50 mg de tecido.
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3.6.4 Andlise histopatologica

As lesdes induzidas por radiagdo UVB cronica de cada animal foram removidas
para andlise histologica. O mesmo procedimento foi realizado para os animais nao
irradiados. Apds removidas, as lesdes foram fixadas em formalina tamponada 10%,
armazenadas em etanol 70% e embebidas em parafina para posterior seccionamento.
Foram feitos cortes de 5 um e os mesmos foram corados com hematoxilina e eosina
(H&E).

A avaliacdo histopatologica de cada lamina foi baseada no diagndstico de
queratose actinica (AK), e carcinoma de células escamosas (SCC) que ¢ caracterizado por
invagao dérmica [160-163], considerando o aparecimento destes dois eventos na mesma

lamina. As areas de AK foram determinadas pelo software Imagel (imagej.net) [164].

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism®
6 (GraphPad, San Diego, CA, USA), obtido através de licenca pela Universidade Estadual
de Londrina. Todos os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.

As médias obtidas no teste do MTT foram calculadas e avaliadas estatisticamente
utilizando One-Way ANOVA seguida do teste de Dunnet, sob significincia de 95%. Para
todos os outros testes, as médias obtidas foram avaliadas estatisticamente utilizando One-
Way ANOVA seguida do teste de Tukey para multiplas comparagdes, sob significancia
de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 TESTES IN VITRO EM MEIO SEM CELULAS

A atividade antioxidante de alguns compostos em sistemas bioldgicos pode ser
explicada através de varios mecanismos, incluindo atividade de sequestro de espécies
reativas, ligagdo com ions de metais de transi¢do que podem agir como agentes cataliticos,
decomposicdo ou redugao de perdxidos, abstragdo de hidrogénio e indugao de enzimas
oxidativas. No entanto, poucas pesquisas foram feitas tentando elucidar a capacidade
antioxidante do latex de Hevea brasiliensis [165-168]. Menos pesquisas ainda foram
feitas estudando a atividade antioxidante da fracdo C obtida do latex desta espécie.
Soysuwan (2009) [169] encontrou que a fragao C do latex de H. brasiliensis € rico em
compostos contendo tiol e aminoacidos, e que esta fracdo possui atividade antioxidante
testada pelo método de reducdao do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).
Amnuaikit ¢ Boonme (2014) [170] também avaliaram a fragdo C do latex de H.
brasiliensis pelo método de redu¢ao do DPPH e encontraram atividade antioxidante para
a mesma. Siriwong e colaboradores (2015) [171] detectaram a presenga de contetidos
fenodlicos na fracao nao-borracha do latex de H. brasiliensis e observaram uma evidente
capacidade antioxidante desta fragdo através dos ensaios FRAP e de reducao do radical
DPPH.

Em parte deste estudo objetivou-se analisar a atividade antioxidante da fragdao C
do latex de H. brasiliensis, e observando-se os resultados, ¢ possivel verificar que
diferentes concentracdes da fragdo C do latex de H. brasiliensis mostraram atividade
antioxidante in vitro, de sequestrador de radicais HO™ (figura 14), de sequestrador de H,O,
(figura 15), e de sequestrador de NO" (figura 16). Também ¢é possivel inferir que em
muitas dessas concentracdes, a capacidade deste sequestro alcangou niveis
significativamente similares a capacidade de sequestro encontrada para a vitamina C
(1000 pg/ml), um poderoso antioxidante nao enzimatico, frequentemente estudado.

Substancias que possuem atividade antioxidante sdo extremamente importantes,
pois ajudam a prevenir ou remover danos oxidativos causados por espécies reativas, que
podem causar injaria celular [172]. Entre as espécies reativas, o radical HO" é o mais
deletério ao organismo, causando danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e

membranas celulares do nicleo mitocondrial [83].
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Como mostra a Figura 15, a capacidade de diferentes concentragdes da fragao C
do latex de sequestrar o radical HO foi comparado com o acido ascdrbico (vitamina C).
Todas as diferentes concentragdes da fragdo C foram capazes de sequestrar HO'. O acido
ascorbico exibiu 100% de atividade de sequestro do HO', aproximadamente. A maxima
atividade de sequestro do HO aconteceu na concentragdo de 200 ug/ml, e correspondeu

a 84,17% da atividade de sequestro do 4cido ascorbico.
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Figura 15. Capacidade de sequestro do radical hidroxil (HO®) por diferentes
concentragoes da fracdo C do latex. Os valores de absorbancia foram convertidos em
efeito de sequestro (%) e os dados plotados como os valores das médias das triplicatas
dos efeitos de sequestro (%) + o desvio padrdo. *Estatisticamente diferente do controle

positivo (p < 0,05).

O H,0,, por sua vez, € pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia
de metais de transicdo, porém durante o estresse oxidativo € capaz de transpor as
membranas celulares facilmente e gerar o radical HO™ [83].

Como mostra a Figura 16, a capacidade de diferentes concentragdes da fracao C
do latex de sequestrar o HO, também foi comparado com o acido ascorbico (vitamina
C). Todas as diferentes concentragdes da fragdo C foram capazes de sequestrar H,O,. O
acido ascorbico exibiu 100% de atividade de sequestro do H,O,, aproximadamente. A
atividade de sequestro da fragdo C foi similar a vitamina C nas concentragdes de 2 pg/ml

a 200 pg/ml, correspondendo a 97% na maior concentragao.
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Figura 16. Capacidade de sequestro do peréxido de hidrogénio (H,O;) por diferentes
concentragoes da fracdo C do latex. Os valores de absorbancia foram convertidos em
efeitos de sequestro (%) e os dados plotados como os valores das médias das triplicatas
dos efeitos de sequestro (%) + o desvio padrdo. *Estatisticamente diferente do controle

positivo (p < 0,05).

O radical NO" pode ser produzido no organismo por diversas células humanas,
quando estimuladas. Este radical pode reagir com acidos, formando o acido nitroso
(HNO,), que pode promover a desaminagao das bases do DNA que contém grupos —NH;
livres, como a citosina, a guanina e a adenina. O radical NO' sozinho ndo ¢é
suficientemente reativo para atacar o DNA, mas pode reagir com o anion radical O,
gerando radicais peroxinitritos (ONOQO), capazes de interagir com lipidios, proteinas e
material genético, levando a intensas lesdes oxidativas [83,173].

Como mostra a Figura 17, a capacidade de diferentes concentragdes da fragao C
do latex de sequestrar o radical NO™ foi comparado com o acido ascorbico (vitamina C),
que foi utilizado como controle positivo e exibiu aproximadamente 100% de atividade de
sequestro. Todas as diferentes concentragdes da fracdo C foram capazes de sequestrar
NO’, sendo que a maxima atividade de sequestro do NO’ foi alcang¢ada na concentrag¢do

de 100 pg/ml, e correspondeu a 93,71%.
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Figura 17. Capacidade de sequestro do 6xido nitrico (NO") por diferentes concentragdes
da fracao C do latex. Os valores de absorbancia foram convertidos em efeito de sequestro
(%) e os dados plotados como os valores das médias das triplicatas dos efeitos de

sequestro (%) + o desvio padrao. * Estatisticamente diferente do controle positivo (p <
0,05).

Além da avaliagcdo da capacidade antioxidante da fracao C sobre espécies reativas
especificas, também foi verificada a capacidade antioxidante total da fracado C do latex
através do método de reducdo do molibdénio, avaliando se a fragdo C seria capaz de
reduzir o Mo™ a Mo™ [139]. As concentracdes de 10 e 20 pg/ml apresentaram essa
capacidade de redugdo bem proxima a da vitamina C (figura 18). Neste caso, todas as
diferentes concentragdes de fracdo C do latex mostraram-se altamente antioxidantes,
apresentando o seu maximo com a concentracao de 20 pg/ml, correspondendo a 92,67%

da capacidade antioxidante do acido ascorbico.

Leandra Ernst Kerche Silva



Resultados e Discussido 42

)
S 150-
©
it
o
-
Q
€ 1004 * x %
.E e
)
c
< 504
Q
©
(3°]
o
(&)
8
o T Ll T Ll
S VitC 002 02 1 2 5 10 20 50 100 200

Tratamentos (ng/mL)

Figura 18. Capacidade antioxidante total de diferentes concentracdes da fracdo C do
latex. Os valores de absorbancia foram convertidos em capacidade de redugdo do
Molibdénio (%) e os dados plotados como os valores das médias das triplicatas + o desvio

padrao. *Estatisticamente diferente do controle positivo (p < 0,05).

O mecanismo de acdo da fragdo C do latex como antioxidante nao esta
completamente elucidado. No entanto, como a fragdo C corresponde ao citoplasma das
células laticiferas, antioxidantes enzimaticos ¢ ndo enzimaticos sao encontrados em sua
composi¢do, o que garante sua agao como sequestradora de ERO.

E uma vez verificado que diferentes concentracdes da fragao C do latex de H.
brasiliensis possuem propriedades antioxidantes, ¢ extremamente importante para fins

terapéuticos, estabelecer a sua potencial toxicidade.

4.2 TESTES IN VITRO EM MEIO COM CELULAS
4.2.1 Teste de Viabilidade Celular (VC)

O MTT, quando incubado com células vivas, ¢ reduzido transformando-se de um
composto amarelo em um composto roxo (formazan). A produgao de formazan reflete o
estado funcional da cadeia respiratéria, mostrando se as células estdo vidveis. Desde a
descri¢do original do teste do MTT por Mosmann (1983) [143], ele tem sido amplamente
utilizado em experimentos com células em cultura para a avaliacao da viabilidade celular

e o estabelecimento de concentracdes teste [174].
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Através do ensaio do MTT, Lam e colaboradores (2012) [40] mostraram que a
viabilidade das linhagens celulares HS27 (fibroblasto normal de preptcio) e HCT116
(células de cancer colorretal) nao foram afetadas apds a exposi¢ao a varias concentragdes
da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis (2 a 2000 pg/ml), enquanto a viabilidade
celular da linhagem celular HepG2 (hepatocarcinoma humano) foi reduzida em varias
concentragoes da fracao C.

Os resultados do teste de viabilidade celular (VC) na linhagem celular CHO-k1
(figura 19) mostraram que apenas a concentragdo de 20 pg/ml diminuiu a VC em torno
de 20%. Como as concentragdes de 5, 50 e 100 pg/ml ndo apresentaram diminuig¢ao da
VC, quando comparado com o CN, e apresentaram importante capacidade de sequestro
de espécies reativas nos testes in vitro em meio sem células, as mesmas foram escolhidas

para serem testadas nos demais testes in vitro com células.
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Figura 19. Porcentagem de células de ovario de hamster chinés (CHO-k1) viaveis no
teste de viabilidade celular (MTT). O grupo controle negativo apresenta 100% de células
viaveis. A fragdo C do latex foi avaliada citotoxicamente em diferentes concentragdes
(0,02; 0,2; 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e 200 pg/ml) por 24 h. Os dados estao plotados como
média + DP. *Estatisticamente diferente do controle negativo, One-way ANOVA e teste

de Dunnett (p < 0,05). C: controle negativo, PBS.

Ja os resultados de VC para a linhagem celular B16F10 (figura 20) mostraram

uma redugao significativa na VC dessas células nas concentracdes de 10 a 200 pg/ml. Por
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essa ser uma linhagem celular tumoral, os resultados corroboram com os encontrados por
Lam e colaboradores [40], onde a linhagem tumoral de hepatocarcinoma humano
(HepG2) também apresentou uma diminuicao significativa de sua VC apds exposicao de

24 h, 48 h e 72 h a varias concentracdes da fracao C do latex de H. brasiliensis (3 a 1000
pug/ml).
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Figura 20. Porcentagem de células de melanoma murino (B16F10) vidveis no teste de
viabilidade celular (MTT). O grupo controle negativo apresenta 100% de células viaveis.
A fracao C do latex foi avaliada citotoxicamente em diferentes concentragdes (0,02; 0,2;
1; 2; 5; 10; 20; 50; 100 e 200 png/ml) por 24 h. Os dados estdo plotados como média =
DP. *Estatisticamente diferente do controle negativo, One-way ANOVA e teste de

Dunnett (p < 0,05). C: controle negativo, PBS.

Esses resultados mostram a especificidade da fracao C por linhagens tumorais. E
como o melanoma ¢ um tipo de tumor agressivo e metastatico, a fragdo C poderia reduzir
o crescimento dessas células malignas em diferentes sitios no organismo.

Para saber se a reducao na viabilidade celular nas células tumorais provocada pela
fracdo C do latex de H. brasiliensis esta associada com uma redugdo na proliferacdo ou

aumento de morte celular, outros testes foram realizados.
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4.2.2 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa (single-cell gel electrophoresis) ¢ um método simples e
sensivel para estudar danos e reparos no DNA. Nesta técnica de eletroforese em microgel,
um pequeno numero de células suspensas em uma fina camada de gel de agarose sobre
uma lamina de vidro ¢ lisada, sofre o processo de migragdo em uma solugao eletrizada, e
¢ corado com um corante fluorescente que se liga ao DNA. Células com grandes danos
no DNA apresentam maior migra¢ao do nucleo para o anodo, o que a faz ter o formato
de um cometa [175] (figura 12). A sensibilidade do método permite a detec¢ao de danos
no DNA de células individuais, e medir também o potencial genotoxico de diversas
substancias.

As trés concentragoes da fragao C do latex de H. brasiliensis mostraram auséncia
de efeito genotdxico em células CHO-k1 apos tratamento de 24 h com trés concentragdes
da fragdo C do latex (5, 50 e 100 pg/ml), isto porque os scores obtidos para cada
tratamento foram semelhantes ao controle negativo (figura 21). Esse protocolo
empregado fornece ainda mais evidéncias sobre as propriedades antioxidantes da fragao

C na linhagem CHO-k1.

200
a
X% 1504
(@]
I
O 100-
o
3
& 504
0-
(¢} < NG Vv Vv
o 6@2‘ QY
& N
& @‘0 &
'9 < N
I o o &£

Tratamentos (ng/ml)

Figura 21. Score de dano celular no ensaio do cometa em células de ovario de hamster
chinés (CHO-k1). Avaliacao da genotoxicidade da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis
em trés diferentes concentracdes (5, 50 e 100 pg/ml) por 24 h. Os dados estdao plotados
como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle negativo, One-way ANOVA

e teste de Tukey (p < 0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Hé poucos relatos na literatura de testes de genotoxicidade envolvendo o latex de
H. brasiliensis. Floriano e colaboradores (2014) [176] avaliaram as membranas de
borracha natural de latex quanto a genotoxicidade em fibroblastos de camundongo
(NIH3T3), através do Ensaio do Cometa, ap6s 72 h de contato dos fibroblastos com a
membrana diretamente. A membrana de borracha natural feita a partir do latex de H.
brasiliensis RRIM 600 mostrou-se nao genotoxica.

No entanto, a fracdo C do latex de H. brasiliensis aumentou as lesdoes no DNA nas
células B16F10 nas trés concentragdes testadas (5, 50 e 100 ug/ml) (figura 22). O padrao
de migracao do DNA ainda foi menor quando comparado com a DXR, porém foi
estatisticamente diferente do controle negativo. Esse aumento no padrdo de migracao da
cauda de DNA mostra que a toxicidade da fragao C nas células B16F10 nao esta envolvida
com a formagdo de crosslinks proteina-DNA e crosslinks intracadeia e intercadeias de

DNA, ja que os crosslinks reduzem a capacidade do DNA de migrar no gel de agarose
[177].
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Figura 22. Score de dano celular no ensaio do cometa em células de melanoma murino
(B16F10). Avaliacao da genotoxicidade da fracao C do latex de Hevea brasiliensis em
trés diferentes concentragdes (5, 50 e 100 pg/ml) por 24 h. Os dados estdo plotados como
média + DP. ® Estatisticamente diferente do controle negativo, ® estatisticamente diferente
do controle positivo, One-way ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). C: controle negativo,
PBS. DXR: doxorubicina.
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4.2.3 Detecg¢do morfologica de células apoptoticas e necroticas

A integridade do DNA gendmico esta constantemente sob ameaga, mesmo em
células perfeitamente saudaveis. Os danos no DNA podem resultar da agdo de espécies
reativas ou de erros estocasticos na duplicacdo ou recombinagdo, bem como de
genotoxinas ambientais ou terapéuticas. Enquanto os organismos unicelulares respondem
a presenca de lesdes no DNA, ativando mecanismos de checkpoints e reparo, os
organismos multicelulares tém a possibilidade adicional de eliminar as células
danificadas por meio da ativagdo de mecanismos de morte celular programada [178].

A morte celular esta envolvida no ciclo normal de desenvolvimento ¢ maturagao
das células, sendo componente de muitas respostas dos tecidos vivos a agentes
xenobioticos € a modulagdes ambientais. A apoptose € uma forma tipica de morte celular
programada que resulta na formagao dos corpos apoptédticos que rapidamente sdo
fagocitados e digeridos por macréfagos ou por células vizinhas. A apoptose desempenha
um importante papel para a manutencdo da funcdo celular normal, e uma perturbacao
neste balanco leva as células tumorais a escaparem da apoptose [179,180].

Um outro tipo de morte celular ¢ a necrose, que difere do processo de apoptose
pelo fato de que as células incham e se rompem, liberando o material citoplasmatico e
atraindo linfocitos, o que frequentemente desenvolve uma resposta inflamatéria. Sabe-se
que o processo de necrose ¢ causado por injuria resultando na morte de grupos de células
em um tecido, contrastando com a apoptose que resulta em morte de células individuais
[181,182].

A deteccao morfologica de apoptose e necrose foi verificada para as células de
ovario de hamster chinés (CHO-k1) depois de 24 h de exposicao a trés concentragdes da
fracao C de latex (5, 50 e 100 pg/ml), através da coloragdo com dois corantes, Hoechst
33342 e lodeto de Propidio (PI). Doxorrubicina (DXR) e PBS foram utilizados como
controle positivo e negativo, respectivamente.

Os corantes empregados mostraram que, para a linhagem CHO-k1, nao houve
aumento significativo na propor¢ao de mortes por apoptose ou necrose apos a exposi¢ao
de 24 h as diferentes concentragdes da fracao C do latex de H. brasiliensis, com relagao
ao controle negativo (figuras 23, 24 e 25). Na figura 22, inclusive, pode-se verificar uma
diminuig¢ao significativa na proporcao de células apoptdticas apds a exposi¢ao a fragdo C

nas concentragdes de 50 e 100 pg/ml.
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Figura 23. Porcentagem de células apoptoticas da linhagem CHO-k1 apos exposicao de

24 h a trés concentragdes da fragdo C do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 ug/ml). Os

resultados foram obtidos apds o emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e lodeto de

Propidio (PI). Foram analisadas 500 células por experimento, em triplicata. Os dados

estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle negativo, One-

way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Figura 24. Porcentagem de células necroticas da linhagem CHO-k1 apos exposigao de

24 h a trés concentragdes da fragdo C do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 ug/ml). Os

resultados foram obtidos apds o emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e lodeto de
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Propidio (PI). Foram analisadas 500 células por experimento, em triplicata. Os dados
estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle negativo, One-

way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Figura 25. Comparacao entre as porcentagens de células normais, apoptoticas e
necroéticas da linhagem CHO-k1 apds exposicao de 24 h a trés concentracdes da fragdo C
do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 pg/ml). Os resultados foram obtidos apds o
emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e Iodeto de Propidio (PI). N = células normais,
AP = células apoptoticas, NE = células necroticas. Foram analisadas 500 células por
experimento, em triplicata. Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente
diferente do controle negativo, One-way ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). C: controle
negativo, PBS. DXR: doxorubicina.

Vérios agentes genotoxicos sdo capazes de induzir danos no material genético e
provocar respostas como o bloqueio do ciclo celular, o reparo do DNA, a senescéncia
prematura induzida por estresse, apoptose ou necrose. Para a linhagem CHO-k1, a fragao
C do latex nao reduziu a sobrevivéncia das células através da inducao de vias de morte,
corroborando com os resultados do teste de viabilidade celular (figura 19).

Uma questao importante com relagdo as respostas celulares ao dano no material
genético ¢ como a extensdao da lesdo € reconhecida como excessiva pelas células,
acionando a mudancga do reparo para apoptose. A baixa propor¢ao de apoptose € necrose

induzida pela fracdo C nas células CHO-k1 também corrobora com os resultados da
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avaliacdo de genotoxicidade através do ensaio do cometa, que mostrou auséncia de
genotoxicidade nessa linhagem celular (figura 21).

Para a linhagem B16F10, no entanto, a coloragdo com Hoechst 33342 ¢ PI
mostrou que o tratamento com a fragao C do latex aumentou a taxa de apoptose e necrose

nessas células (figuras 26, 27, 28 e 29).

15-

(B16F10)
s

—

%células apoptéticas

Tratamentos (png/ml)

Figura 26. Porcentagem de células apoptoticas da linhagem B16F10 apds exposicao de
24 h a trés concentragdes da fragdo C do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 ug/ml). Os
resultados foram obtidos apds o emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e lodeto de
Propidio (PI). Foram analisadas 500 células por experimento, em triplicata. Os dados
estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle negativo, One-

way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Figura 27. Porcentagem de células necroticas da linhagem B16F10 apos exposi¢ao de 24
h a trés concentracdes da fracdo C do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 pg/ml). Os
resultados foram obtidos apds o emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e lodeto de
Propidio (PI). Foram analisadas 500 células por experimento, em triplicata. Os dados
estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle negativo, One-

way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Figura 28. Comparacdao entre as porcentagens de células normais, apoptoticas e
necroéticas da linhagem B16F10 apds exposicdo de 24 h a trés concentragdes da fragao C
do latex de H. brasiliensis (5, 50 e 100 pg/ml). Os resultados foram obtidos apds o

emprego de dois corantes, Hoechst 33342 e Iodeto de Propidio (PI). N = células normais,
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AP = células apoptoticas, NE = células necroticas. Foram analisadas 500 células por
experimento, em triplicata. Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente
diferente do controle negativo, One-way ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). C: controle
negativo, PBS. DXR: doxorubicina.

Figura 29. Fracao C do latex de Hevea brasiliensis induz morte celular em células de
melanoma murino (B16F10). Avaliagao de padrao de morte celular por coloragdo com
Hoechst 33342 e lodeto de Propidio (PI) nas células B16F10 expostas a trés diferentes
concentragoes (5, 50 e 100 pg/ml) da fragao C por 24 h. A) Controle negative, PBS; B)
Controle Positivo, DXR. C) Fragao C a 50 ug/ml; D) Fracdo C a 100 pg/ml. Nucleos

azuis significam células viaveis e nucleos vermelhos significam células necroticas.

Inumeros fatores podem promover a seletividade da fragao C do latex em células
tumorais, ¢ um destes fatores ¢ a presenca de inibidores de proteases presentes na fracao
C[24]. Os efeitos antitumorais desses inibidores de proteases t€ém sido atribuidos as suas
multiplas atividades regulatorias que incluem a regulagdo positiva da conexina 43 e da
MAPK fosfatase 1, e a regulagdo negativa da EGF/TGF-a e ativador plasminogénico de

uroquinase, marcadores valiosos em estados de malignidade. Com muitas outras
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atividades regulatorias, os inibidores suprimem a carcinogénese em diferentes estagios,

incluindo inicia¢ao, promogao e progressao [183,184].
4.2.4 Parametros de Estresse Oxidativo

A quantificagdo dos niveis de tiol total demonstrou que as concentragoes testadas
da fracao C do latex (5, 50 e 100 pg/ml) nao reduziram as defesas antioxidantes nas
células CHO-k1 (figura 30). No entanto, a exposicao a fragdo C nas células B16F0 nas
concentragdes de 50 e 100 pg/ml diminuiu as defesas antioxidantes nessas células (figura

31).
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Figura 30. Avaliagdo dos niveis de tiol total nas células CHO-kl expostas a trés
concentragdes da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis (5, 50 ¢ 100 pg/ml) por 24 h.
Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle
negativo, One-way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR:

doxorubicina.
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Figura 31. Avaliacdo dos niveis de tiol total nas células B16F10 expostas a trés
concentragdes da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis (5, 50 ¢ 100 pg/ml) por 24 h.
Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle
negativo, One-way ANOVA e teste de Tukey (p <0,05). C: controle negativo, PBS. DXR:

doxorubicina.

A propria célula laticifera apresenta um sistema rico em enzimas que sequestram
ERO e que ja foi bem documentado [185-187]. Os dois principais antioxidantes presentes
no latex € o ascorbato e o tocotrienol [ 188], € a presenca dessas substancias antioxidantes
no latex, comprovada pelos resultados in vitro em meio sem células, provavelmente

manteve os niveis de tiol elevados nas células CHO-k1 apos a exposigado a fragao C.

As mesmas substancias antioxidantes podem funcionar como pro-oxidantes,
dependendo do meio, e promover a formacao de H,O,, por exemplo. Como as células
tumorais sdo particularmente suscetiveis a exposicao ao H;O,[189], a exposi¢ado a fracao

C diminuiu os niveis de tiol total nas células BI6F10 apos a exposigao a fragdo C do latex.

A quantificagdo de malonaldeido (MDA) mostrou que na linhagem celular CHO-
k1, a exposicao a fracdo C do latex reduziu as concentragdes de MDA em uma forma
dose dependente (figura 32). Para a linhagem B16F10, o aumento nas concentragdes de

MDA também ocorreu em uma forma dose dependente (figura 33).
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Figura 32. Avaliagao dos niveis de malonaldeido (MDA) nas células CHO-k1 expostas
a trés concentracoes da fracao C do latex de Hevea brasiliensis (5, 50 e 100 ug/ml) por
24 h. Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle
negativo, ° estatisticamente diferente do controle positivo, One-way ANOVA e teste de

Tukey (p < 0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Figura 33. Avaliag¢ao dos niveis de malonaldeido (MDA) nas células BI6F10 expostas a
trés concentragdes da fracao C do latex de Hevea brasiliensis (5, 50 e 100 pg/ml) por 24
h. Os dados estdo plotados como média + DP. * Estatisticamente diferente do controle
negativo, ° estatisticamente diferente do controle positivo, One-way ANOVA e teste de

Tukey (p < 0,05). C: controle negativo, PBS. DXR: doxorubicina.
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Os resultados in vitro com as células CHO-k1 e B16F10 mostraram a agao seletiva
da fracao C com a linhagem tumoral. As trés concentragdes utilizadas (5, 50 e 100 pg/ml)
nao alteraram a viabilidade celular, ndo apresentaram efeitos genotoxicos, ndo induziram
morte celular programada, nao reduziram os niveis de tiol total e nem aumentaram os
niveis de MDA na linhagem CHO-k1. No entanto, a fracdo C foi capaz de induzir
diminui¢do da viabilidade celular, induzir genotoxicidade, elevar o nimero de células

apoptoticas e necroéticas, e alterar os niveis de tiol total e MDA na linhagem B16F10.

4.3 TESTES IN VIVO
4.3.1 Analise antioxidante de eritrocitos

O sangue humano ¢ uma excelente fonte de marcadores in vivo de estresse
oxidativo, uma vez que nele sdao transportados e redistribuidos antioxidantes e
endobidticos modificados por agdo de espécies reativas [190].

Em condigdes fisioldgicas normais, o eritrécito ¢ uma célula com um periodo de
vida de aproximadamente 120 dias. E, todavia, uma célula com capacidade biosintética
limitada, que sofre e acumula agressoes fisicas e quimicas, as quais sendo intensas e
prolongadas determinam a aceleracdo do processo de envelhecimento e, por
consequéncia, a remoc¢ao prematura da célula[191]. E pelas suas caracteristicas unicas e
a sua sensibilidade ao estresse oxidativo, o eritrocito ¢ um modelo importante de estudo
de estresse oxidativo sistémico.

Ja ¢ muito bem estabelecido que a exposi¢ao a radiacdo UV resulta em deplecao
nas capacidades antioxidantes do organismo. Os animais do grupo controle irradiado
foram expostos a radiacdo UVB por 15 semanas e tiveram uma reducao significativa da
atividade da catalase nos eritrocitos (figura 34). No entanto, os animais irradiados tratados
com creme + 1% da fragdo C do latex apresentaram um aumento na atividade da catalase,
estatisticamente semelhante ao controle ndo irradiado. E possivel que a menor
concentragdo tenha tido seus componentes antioxidantes melhor absorvidos com maior
atividade sistémica.

Provavelmente, o efeito pré-inflamatério provocado pela irradiacao prolongada,
com influxo de neutrofilos e geracdo de espécies reativas, tenha colaborado com a
deplecao da catalase por consumo da mesma nos eritrocitos. E estudos ja comprovaram

que a catalase ¢ a enzima antioxidante mais afetada pos radiagao UVB [192-195].
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Figura 34. Quantificacdo da atividade da catalase nos eritrocitos de animais nao
irradiados e irradiados. Os resultados estdo apresentados na forma de média + DP. *
Estatisticamente diferente do controle ndo irradiado. ° Estatisticamente diferente do

controle irradiado. (p < 0,05).

Na corrente sanguinea, 99,5% da GSH encontram-se no interior dos eritrécitos, ja
que a geracao e a acao de radicais livres sao abundantes nessas células.

Os animais controle irradiados apresentaram uma intensa diminui¢do na
quantidade de GSH total nos eritrocitos (figura 35). Em contrapartida, os animais
irradiados tratados com creme + fracdo C (1%, 2% e 10%) do latex de H. brasiliensis
tiveram seus niveis de GSH elevados.

De alguma forma, ainda ndo estabelecida por ndo se conhecer exatamente a
composi¢ao da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis, a fragdo C em suas diferentes
concentragdes apresentou propriedades antioxidantes, mantendo elevadas as
concentragcoes de GSH nos eritrocitos dos animais irradiados. Esses resultados também
corroboram com os resultados encontrados in vitro com a linhagem CHO-k1 e outros

resultados in vivo nesse trabalho.
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Figura 35. Quantificagdao dos niveis de glutationa (GSH) em eritrocitos de animais nao
irradiados e irradiados. Os resultados estdo apresentados na forma de média + DP. *
Estatisticamente diferente do controle ndo irradiado. ° Estatisticamente diferente do

controle irradiado. (p < 0,05).

4.3.2 Andlise antioxidante da pele

Na pele, a irradiacdo UVB ¢ capaz de induzir uma dramatica cascata de eventos
celulares em resposta aos danos, através de diferentes vias de sinalizagdo, que levam as
células a sobrevivéncia ou morte via necrose ou apoptose [196]. Os principais efeitos
deste tipo de irradiacdo na pele estdo associados com a capacidade de afetar os
queratinocitos e as células de Langerhans (figura 5), praticamente através da geracao de
fotosensibilizagdo enddgena e da formagdo de espécies reativas [197]. Estas espécies
reativas se formam através de reacdes redox envolvendo transferéncias de grupos
eletronicos, durante o transporte mitocondrial de elétrons [198]. Como consequéncia,
acontece a producdo de anions superoxido (0,7) ou oxigénio singleto (‘0,), que atuam
como segundos mensageiros, associados com outras fungdes como crescimento e
diferenciagdo [199]. Neutrofilos também sdo estimulados, levando a um aumento na
atividade da mieloperoxidase, uma enzima que também aumenta a geracao de espécies
reativas [200]. Esse aumento nas espécies reativas leva a danos nos lipidios celulares,
proteinas e DNA, levando a modificagdes, e posterior destrui¢do, das estruturas da pele.

Como consequéncia, as fungdes regulares da pele podem ser inibidas [201].
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Além do aumento nas espécies reativas, a radiacdo UV também induz a atividade
das metaloproteases da matriz extracelular (MMPs), apontadas como os primeiros
mediadores de danos nos tecidos conjuntivos da pele e causadoras de envelhecimento
precoce [202]. Apds exposicdo a radiacdo UV, uma rede de citocinas, incluindo a
interleucina (IL)-1p, responsavel pela inflamagao cutanea, sdo ativadas e liberadas. Estas
moléculas promovem vasodilatacdo, aumentando o espacgo entre as células endoteliais,
levando a perda de fluidos no intersticio e posterior edema [203,204].

A medida do TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter) descrita por
Repetto e colaboradores (1996) [157] avalia os niveis de antioxidantes totais de um
tecido, principalmente antioxidantes de baixa massa molecular, fornecendo uma
informacdo mais relevante do que a determinagdo da concentragdo isolada de um
determinado antioxidante [203]. Neste método, o 2-azobis-(2-amidinopropano) (ABAP),
um sistema gerador de radical alcooxil por decomposi¢do térmica, produz fétons que sao
amplificados pelo luminol e medidos em um lumindémetro. A reac¢dao ¢ inibida por
analogos da vitamina E ou outros lipossoluveis e hidrossoluveis existentes na amostra de
pele. O sistema ¢ calibrado com um analogo hidrossoluvel da vitamina E (Trolox).

O TRAP dos animais irradiados (grupo controle irradiado, grupo com creme sem
fragdao C, grupo com creme + 1% de fracdo C e grupo com creme + 2% de fracao C) foi
significativamente menor do que dos animais ndo irradiados. No entanto, o TRAP dos
animais tratados com creme + 10% de fragao C do latex de H. brasiliensis mostrou-se
estatisticamente semelhante ao dos animais ndo irradiados, indicando um
restabelecimento nas defesas antioxidantes apds 15 semanas de irradiagao (figura 36).

Andrade (2012) [205] estudando uma fracao do latex de H. brasiliensis separada
por cromatografia em ratos diabéticos e com feridas, encontrou, através do método de
TRAP em homogenato de pele das tlceras tratadas topicamente com um gel contendo o
latex, que o latex presente no gel utilizado sobre as feridas dos ratos diabéticos nao
aumentou a capacidade antioxidante no local. Isso pode, no entanto, estar relacionado ao
fato de que animais diabéticos apresentam maior influxo de células inflamatorias,
especialmente neutrofilos, com aumento consideravel do estresse oxidativo [206].

ApoOs a exposicdo a radiagdo UVB também acontece um processo inflamatorio,
caracterizado por edemas e eritemas e pelo aumento nos niveis de prostaglandinas.
Cé¢lulas especializadas (especialmente os neutrofilos), entdo, sdo recrutadas e

estimuladas, seguido da ativagdo do sistema NAD(P)H oxidase, gerando uma série de
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espécies reativas. Essa geracdo intensa de espécies reativas pode ser caracterizada na
Figura 28, pela diminui¢ao do TRAP no controle irradiado [206].

Considerando, entdo, esse processo, pode-se dizer que o creme + 10% da fragado
C do latex ou estimulou um aumento significativo de substancias antioxidantes, ou
apresenta em sua composi¢do substancias antioxidantes que foram percebidas pelo

método do TRAP, corroborando com os testes in vitro em meio sem células.
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Figura 36. Capacidade antioxidante total (TRAP) em animais ndo irradiados e irradiados
medida pelo método da quimioluminescéncia. Os resultados estao apresentados na forma
de média + DP. * Estatisticamente diferente do controle ndo irradiado. ® Estatisticamente

diferente do controle irradiado. (p < 0,05).

O sistema antioxidante cutaneo ¢ formado por substincias enzimaticas e nao-
enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, a catalase (CAT) esta entre as que se
destacam [207]. A CAT, encontrada nos peroxissomos, ¢ a principal responsavel pela
remog¢ao imediata de H,O,, através da catalise da decomposi¢do especifica de H,O,
gerando moléculas de agua e oxigénio [208].

A atividade da catalase diminuiu significativamente no grupo controle irradiado e
nos grupos tratados com creme + 1% de fragdo C do latex, e com creme + 2% de fracdo
C do latex (figura 37). Porém, no grupo tratado com creme + 10% de fragdo C do latex,
a atividade da catalase foi restabelecida a niveis significativamente semelhantes ao do

controle ndo irradiado.
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Parte da atividade da catalase ¢ inibida apds irradiagao com UVB [209], o que ¢
demonstrado pelos niveis tao baixos de catalase encontrados no controle irradiado. Além
desse fator da inibi¢do induzida pela radiagdo UVB, o processo inflamatério provocado
pela irradiagdo em si eleva a produgdo de anions O,", aumentando a formagdo de H,O,,
aumentando o consumo da CAT pela pele. Desta forma, o restabelecimento da atividade
da catalase, a niveis significativamente semelhantes ao controle ndo irradiado no grupo
tratado com creme + 10% da fracdo C do latex, pode indicar que a atividade antioxidante
da fracao C em si estaria diminuindo o consumo da catalase, corroborando com os dados

encontrados in vitro para sequestro de H,O, (figura 15).
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Figura 37. Quantificacdo da atividade da catalase cutdnea em animais ndo irradiados e
irradiados. Os resultados estdo apresentados na forma de média + DP. * Estatisticamente
diferente do controle ndo irradiado. ° Estatisticamente diferente do controle irradiado. (p

<0,05).

A GSH ¢ o mais abundante tiol celular de baixa massa molecular, encontrado
intracelularmente em altas concentragdes nos organismos aerobios. Muitas das reagdes
da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel, tornando-o um bom
nucleoéfilo para reagdes com compostos quimicos eletrofilicos, fazendo da GSH um bom
redutor [210].

A atividade protetora da GSH se da pela sua oxida¢ao na forma de glutationa

dissulfeto (GSSG) durante o clico catalitico da glutationa peroxidase (GSH-Px) e da
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glutationa oxidase (GSH-Ox). E para que essa atividade protetora seja mantida, ¢
necessario regenerar a GSH, processo realizado pela glutationa redutase (GSH-Rd) [210].

A figura 38 mostra que os niveis de GSH diminuiram significativamente apods a
irradiagao cronica de UVB. No entanto, os animais tratados com o creme com a fracao C
antes da irradiagao tiveram seus niveis de GSH similares ao grupo controle nao irradiado.

Alguns autores ja sugeriram a diminui¢ao dos niveis de GSH como um mecanismo
fotoprotetor [202, 211-213], j& que além de interromper a acdo de espécies reativas de
forma direta, a GSH participa da regeneracao do ascorbato (vitamina C) e dos tocoferois
(vitamina E) [200,214]. Dessa forma, os resultados aqui encontrados demonstram que
provavelmente a atividade antioxidante da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis
diminuiu o consumo de GSH, mantendo assim sua concentracdo elevada na pele dos
animais irradiados, mesmo frente a um intenso estresse oxidativo, corroborando com 0s
resultados in vitro em meio sem células e outros resultados in vivo encontrados nesse

trabalho.
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Figura 38. Quantificagdo dos niveis de glutationa (GSH) em animais nao irradiados e
irradiados. Os resultados estdo apresentados na forma de média + DP. * Estatisticamente
diferente do controle ndo irradiado. ° Estatisticamente diferente do controle irradiado. (p

<0,05).

Neste trabalho, a peroxidagao lipidica no tecido cutaneo foi avaliada pelo teste

colorimétrico classico (TBARS) que quantifica a presenga de aldeidos de baixa massa
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molecular como o malonaldeido (MDA), que ocorre apos a formagao de hidroperoxidos
lipidicos [215], sendo 0 MDA o principal indicador de danos oxidativo em lipidios.

A quantificagdo da lesdo acumulativa através da técnica de TBARS mostrou-se
significativamente diminuida conforme aumentou-se a concentragdo de fracao C do latex
de H. brasiliensis no creme dos animais tratados e irradiados. Mostrando, assim, que a
peroxidagdo lipidica foi menor nos animais irradiados e tratados com creme + 10% da
fracao C de latex, estatisticamente semelhante aos animais nao irradiados (figura 39).

Hé poucos relatos na literatura de avaliagao de estresse oxidativo com latex de H.
brasiliensis, porém os latex de outras espécies, como Calotropis procera [216] e
Euphorbia heliscopia [217], ja foram comprovados como eficientemente antioxidantes.
Tinu e colaboradores (2012) [218] avaliaram varios parametros de estresse oxidativo em
tecido subcutaneo de animais que receberam implantes feitos com latex de H. brasiliensis
RRIM 600, e também encontraram baixos niveis de MDA, mostrando que o material ndo
elevou o estresse oxidativo ou atuou diretamente como antioxidante no local.

Os resultados sugerem, portanto, uma diminui¢do na formagao de lipoperdxidos
ap6s tratamento com a fracdo C do latex, provavelmente por conta das propriedades
antioxidantes da mesma, corroborando com os outros resultados in vitro e in vivo neste

estudo.
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Figura 39. Quantificagdo dos niveis de malonaldeido (MDA) em animais ndo irradiados
e irradiados. Os resultados estdo apresentados na forma de média + DP. * Estatisticamente
diferente do controle ndo irradiado. ° Estatisticamente diferente do controle irradiado. (p

<0,05).
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Em todos os resultados encontrados, pode-se verificar que o veiculo também
apresentou um determinado grau de protecao contra os efeitos da radiagdo UV em relagao
ao estresse oxidativo. Provavelmente, essa protecao aconteceu pela formagao de um filme
sobre a pele, que pode ter absorvido ou refletido a radiagdo UV, diminuindo os danos
provocados pela irradiacao cronica.

Pedrochi (2008) [219] utilizou o mesmo veiculo para estudo da penetragdo de
fitofarmacos na pele através da espectroscopia fotoacustica, e encontrou que a absorgao
deste veiculo ¢ muito pequena, porém existente. A reflexdo do veiculo, no entanto, foi

semelhante ao de fotoprotetores comerciais.

4.3.3 Andlise histopatologica

A radiagcdo UV induz diversas respostas aos danos promovidos pela mesma na
pele, como eritema, hiperplasia, queimadura solar, envelhecimento precoce e cancer de
pele [220]. Os fotons UVB sao mil vezes mais capazes de provocar queimadura solar do
que os fotons UVA [221], e a radia¢do UVB induz a produ¢do de ERO, como HO' e
ROO’, ja que a energia eletromagnética € transferida da radia¢do UVB para o oxigénio
molecular [218]. A radiagdo UVB pode ainda permear através da epiderme até a derme,

contribuindo com o desenvolvimento de canceres de pele [222,223].

Na pele, a exposi¢ao cumulativa a radiacdo UV ¢ o fator de risco primario para o
desenvolvimento da queratose actinica (AK), a lesdo pré-cancerosa derivada de
queratinocitos mais comum [224,225]. AK normalmente progride para o carcinoma de
células escamosas (SCC), o segundo tipo de cancer de pele ndo melanoma mais comum

[226].

Neste trabalho, os animais que foram cronicamente expostos a radiacio UVB
desenvolveram AK e/ou SCC. No grupo dos controles nao irradiados (figura 40A) ¢
possivel observar uma fina camada de epiderme, com a presenga de foliculos pilosos
primitivos. Por outro lado, no grupo dos controles irradiados (figura 40B) e no grupo dos
irradiados que foram tratados topicamente apenas com o veiculo (figura 40C), a camada
epidérmica € bem mais espessa e ¢ possivel observar a presenca de pontos invasivos, que
caracterizam o SCC. O creme de fragdao C foi capaz de prevenir o desenvolvimento do

SCC em todas as concentragdes (figuras 40D, 40E e 40F).
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Figura 40. Avaliagao histopatologica das lesdes induzidas por radiagdo UVB em
camundongos SKH-1. (A) Controle ndo irradiado, mostrando uma pele normal composta
de derme e epiderme formada por uma fina camada. (B) Controle irradiado e (C) grupo
tratado com o veiculo, mostrando invasao dérmica que caracteriza o carcinoma de células
escamosas (SCC). (D) Creme de Fracao C 1%, (E) Creme de Fragao C 2% e (F) Creme
de Fragcdo C 10%, apresentando queratose actinica (AK) com hiperqueratose e células
atipicas somente na parte da epiderme em contato com a membrana basal. Coloragao
H&E. 200x. Os animais foram expostos a 0,228 mJ/cm’ de radiagdo UVB por 16 min, 5

dias/semana, por 15 semanas (dose cumulativa = 17,1 J/cm?).

Os animais do grupo controle irradiado e do grupo dos que foram tratados apenas
com o veiculo ndo apresentaram alteragao na porcentagem de area com AK (figura 41A),
mas apresentaram elevada porcentagem de incidéncia de SCC (figura 41B) e aumento da
espessura epidermal (figura 41C). O tratamento com as diferentes concentragdes da
fracdo C do latex da H. brasiliensis nao preveniu a formacao da AK, mas foi capaz de
reduzir a espessura da epiderme em todas as concentragdes utilizadas, especialmente na
concentragdo de 10%, sugerindo reducao na proliferagdo celular, diminuindo as chances

de transformacgao maligna nessas células [227].
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Figura 41. Efeito da fracdo C do latex de Hevea brasiliensis no desenvolvimento de AK
e SCC e proliferacao epidérmica. (A) Incidéncia em % de AK e (B) SCC por grupo. (C)
Medida da espessura epidermal de areas de AK. Os resultados estdo como médias + DP.
“ Estatisticamente diferente do grupo controle nio irradiado e ® Estatisticamente diferente

do grupo controle irradiado. (p < 0,05).

E a andlise histopatoldogica mostra que, apesar do veiculo apresentar um
determinado grau de prote¢ao contra os danos do estresse oxidativo induzidos pela
radiacdo UVB, o mesmo sozinho nao foi capaz de prevenir a formagdo de AK e nem de
SCC. Mostrando assim que a maior parte dos efeitos protetores aconteceu devido a fragao

C do latex de Hevea brasiliensis.
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5 CONCLUSOES

Os resultados in vitro em meio sem células mostraram que a fracao C do latex de
Hevea brasiliensis é antioxidante, apresentando a capacidade de sequestrar radicais HO
e NO', e H,0,, e apresentando alta capacidade antioxidante total.

Os resultados in vitro com as linhagens de células de ovario de hamster chinés
(CHO-k1) e células de melanoma murino (B16F10) mostraram que a fracdo C do latex
apresenta seletividade pela linhagem tumoral, reduzindo a proliferagdo celular e
aumentando as taxas de apoptose e necrose nessas células.

Os resultados in vivo reafirmaram a capacidade antioxidante da fracdo C e
mostraram que em todas as concentracdes a fragdo C foi capaz de reduzir a queratose
actinica (AK) e impedir a formagdo de carcinoma de células escamosas (SCC) nos
animais que foram cronicamente expostos a radiacao UVB.

Esses resultados mostram as propriedades terapéuticas da fracdo C do latex como
composto altamente antioxidante e antitumoral, e possivel biomaterial componente de um

fotoprotetor.
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