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RESUMO
ARAUJO, Lilhian Alves, Me., Universidade Federal de Goias, marco de 2017. Efeitos
do tratamento com a proteina Hev b 13, extraida do latex de Hevea brasiliensis,
narespostainflamatdria de ratos com sepse. Orientador: Dr. Nelson Jorge da Silva

Junior. Co-orientadora: Dra. Fatima Mrué

Sepse é uma doenca infecciosa caracterizada por uma resposta inflamatoria sistémica
grave. A ruptura do complexo equilibrio entre os mediadores inflamatérios na fase
aguda da doenca leva a uma producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias,
com conseguinte hipotensdo, aumento da permeabilidade capilar, lesées de érgaos e
morte. Pesquisas recentes utilizando a Hev b 13, proteina derivada do latex natural
da Hevea brasiliensis (seringueira), tem demonstrado importantes efeitos anti-
inflamatorios e imunomoduladores. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
Hev b 13 na resposta inflamatodria sistémica e tecidual de ratos com sepse. Para isso,
foi realizado ligadura e perfuracédo do ceco (LPC) em ratos machos Wistar e, apos seis
horas, os animais foram randomizados em grupos e tratados com as doses 0,5; 2,0 e
3,0 mg/Kg de Hev b 13 subcutaneo. Posteriormente, subdividiu-se os animais em trés
tempos diferentes (1, 6 e 24 horas apds os tratamentos) para coleta de amostras
sanguineas e eutanasia com remocdo dos pulmdes e figado. Foram analisados os
leucdcitos, concentracdes plasmaticas e teciduais de fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), interleucina (IL) 6, IL- 10, IL-4 e ldminas histoldgicas. Os resultados demonstraram
que no tratamento com a proteina Hev b 13 houve reducao significativa dos leucdcitos
totais e diferenciais bem como na producédo de TNF-a e IL-6, associado ao aumento
de IL-10 e IL-4 no plasma e tecido pulmonar. Além disso, restringiu as alteracoes
morfopatolégicas encontradas nos pulmdes, incluindo infiltrado de neutrofilos, edema
e espessamento alveolar. No figado, aumentou a producédo de IL-10 e inibiu TNF-a e
IL-6, além de reduzir hemorragia, infiltrado inflamatério sinusoidal e degeneracéo
hidrépica na avaliacao histologica. Concluimos que a Hev b 13 possui atividade anti-
inflamatoria e imunomoduladora capaz de atenuar lesGes nos pulmdes e figado de

ratos durante a sepse aguda, com potencialidades para aplicabilidade clinica.

Palavras-Chave: Hev b 13, Hevea brasiliensis, Resposta Inflamatéria, Sepse
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ABSTRACT
ARAUJO, Lilhian Alves, MSc., Universidade Federal de Goias, March, 2017. Effects
of treatment with Hev b 13 protein, extracted from Hevea brasiliensis latex, on
the inflammatory response of septic rats. Adviser. PhD. Nelson Jorge da Silva

Junior. Co-Adviser: PhD.Fatima Mrué

Sepsis is an infectious disease characterized by severe systemic inflammatory
response. Rupture of the complex equilibrium between inflammatory mediators in the
acute phase of the disease leads to exacerbated production of proinflammatory
cytokines, with consequent hypotension, increased capillary permeability, organ
lesions and death. Recent research using the Hev b 13 protein derived from natural
Hevea brasiliensis (rubber tree) latex has demonstrated important anti-inflammatory
and immunomodulating effects. The aim of this study was to investigate the effects of
Hev b 13 on the systemic and tissue inflammatory response of septic rats. To that end,
cecal ligation and puncture (CLP) was performed on male Wistar rats and after six
hours, the animals were randomized into groups and subcutaneously treated with
doses of 0.5; 2.0 and 3.0 mg/Kg of Hev b 13. Next, the animals were subdivided into
three different times (1, 6 and 24 hours after treatment) for blood sample collection and
euthanasia with removal of the lungs and liver. Leukocytes, tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) plasma and tissue levels, interleukin (IL)-6, IL-10, and IL-4 and
histological slides were analyzed. The results demonstrated that treatment with the
Hev b 13 protein prompted a significant decline in total and differential leukocytes, as
well as the production of TNF-a and IL-6, associated with an increase in IL-10 and IL-
4 in plasma and lung tissue. Moreover, it restricted the morphopathological changes
found in the lungs, including neutrophil infiltration, swelling and alveolar thickening. In
the liver, it increased IL-10 production and inhibited TNF-a and IL-6, in addition to
reducing hemorrhage, sinusoidal inflammatory infiltrates and hydropic degeneration in
histological assessment. We conclude that Hev b 13 displays anti-inflammatory and
immunomodulating activity capable of attenuating lung and liver lesions in rats during

acute sepsis, with potential for clinical applications.

Key-words: Hev b 13, Hevea brasiliensis, Inflammatory Response, Sepsis
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1. INTRODUCAO

A sepse € definida como uma disfuncdo organica potencialmente fatal, com
multiplos achados clinicos e bioquimicos, causado por uma resposta desregulada do
hospedeiro a infeccdo (SHANKAR-HARI et al., 2016). Pode evoluir para sepse grave e
choque séptico, sendo essa ultima a complicacdo terminal onde a homeostasia nao
pode ser mantida sem suporte avancado de vida (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Apés a exposicao inicial a um microrganismo e seus padrdes moleculares
associados aos patégenos (PMAPSs) , ocorre uma resposta inflamatoria classica restrita
ao sitio de infeccdo com ativacdo de leucécitos polimorfonucleares,
monadcitos/macrofagos e células endoteliais pelos receptores de reconhecimento
padrdo (RRP- especialmente os do tipo Toll), desencadeando uma cascata de via
intracelular seguido pela producdo e secrecdo de mediadores quimicos, incluindo
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6), fator ativador de plaquetas (PAF) e
oxido nitrico na tentativa de eliminar o agente agressor (DENK et al., 2012; SCHULTE
et al., 2013).

Todo esse processo tende a permanecer localizado, porém, quando a leséo
primaria persiste, esses mediadores pro-inflamatérios espalham para a circulacéo
sistémica, sinalizando que o foco inicial de infec¢cao néo foi eliminado, sendo necessaria
mais intervencdo no sentido de ampliar a resposta imune. Todavia, uma producao
exacerbada de citocinas pro-inflamatérias pode dar origem a sindrome da resposta
inflamatéria sistémica (SIRS), associada aos sinais clinicos de sepse tais como
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade capilar, hipotensdo, hemoconcentragéo,
hipercoagulagdo, extravasamento macromolecular e edema (SIQUEIRA-BATISTA et
al., 2011). A resposta inflamatoria exacerbada faz as células endoteliais adquirirem

uma funcéo pré-coagulante e protrombdtica, pela liberacéo de tromboplastina, obstrui

18



o fluxo vascular para os tecidos e causa sindrome da disfuncédo de multiplos 6rgaos e
sistemas (SDMO) com altos niveis de mortalidade (HOOK, ABRAMS, 2012).

Na fase mais tardia da sepse, mediadores anti-inflamatorios (IL-4, IL-10,
receptores soluveis de TNF-a e antagonista do receptor de IL-1), séo liberados para
compensar e modular os efeitos destrutivos da resposta inflamatoria (SCHULTE et al.,
2013). O equilibrio entre mediadores anti e pro inflamatérios sdo a chave para a
evolucdo dos quadros de sepse pois, uma reacdo compensatoria exacerbada pode ser
tdo prejudicial quanto a resposta pro-inflamatoria, levando a imunossupressao
excessiva referida como “sindrome da resposta anti-inflamatéria compensatoria”
(CARS) (STEARNS et al., 2011).

A sepse grave situa-se entre a 102 e 132 causa de morte nos Estados Unidos
onde, nas ultimas décadas, a incidéncia de sepse aumentou 9% ao ano, resultando em
215.000 mortes/ano, correspondente ao total de mortes por infarto agudo do miocardio
(MAYR et al., 2014). Estudos epidemiolégicos no Brasil, demostraram que os dados
nacionais sdo igualmente alarmantes, onde a incidéncia de sepse grave e choque
séptico situam-se entre 46,9% e 52,2% respectivamente, com taxa de mortalidade
global de 22%. Vale ressaltar que o custo diario do tratamento da sepse alcanca a
média de US$ 9,773 mil para cada 10 dias de internacdo, uma das mais dispendiosas
condicdes de estadia hospitalar, impondo pesada carga financeira no sistema de saude
publica do pais (SOGAYAR et al., 2008; CHALUPKA, TALMOR, 2012).

Na perspectiva de reduzir a morbimortalidade induzida pela resposta inflamatoria
na sepse, diversos protocolos de terapéutica tém sido propostos nos ultimos anos, tais
como: diagnostico e introducdo precoce do tratamento, reposicdo Vvolémica,
administracdo de antibidticos e corticosteroides, terapia anticoagulante e exames
periodicos. Tudo isso acompanhado de moderno suporte hemodinamico nas unidades

de terapia intensiva (UTI) (DELLINGER, et al., 2012).
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Paralelamente, clinicos e pesquisadores tem conduzido diversas pesquisas
visando a descoberta de novos potenciais alvos terapéuticos e/ou substancias que
pudessem equilibrar a resposta inflamatdria e coagulativa na sepse. Anticorpos
monoclonais anti-TNF-a, receptores antagonistas de IL-1 e fator de ativacao plaquetaria
(PAF), aléem de agentes antioxidantes foram testados em estudos multicéntrico,
randomizado e controlado nos EUA e Europa, mas ndo reduziram a taxa de mortalidade
ou apresentaram resultados inconclusivos (DHAINAUT, 1998; OPAL, 1997,
KRISHNAGOPALAN S, DELLINGER, 2001; ABRAHAM, 2007).

A Ultima medicacdo de impacto foi a drotrecogina alfa ativada, potente
anticoagulante, aprovada para a uso clinico em 2001 pela agéncia fiscalizadora
americana a Food and Drug Administration (FDA) e europeia, European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products (EMEA), no entanto, o uso foi vedado
temporariamente devido a permanéncia de altos indices de desfechos hemorragicos a
longo prazo (RANIERI et al., 2012). Sendo assim, até o momento ndo dispomos de
nenhuma medicacdo com efetividade no tratamento da sepse.

Pesquisas utilizando uma proteina derivada do latex natural de Hevea brasiliensis
(seringueira), denominada Hev b 13, demonstraram atividade biolégica capaz de induzir
células mononucleares humanas sob estimulo de fitohemaglutinina, a produzirem
interleucina 10 (IL-10) e reduzir fator de necrose tumoral (TNF-a), IL- 1B e IL- 6 in vitro,
abrindo caminhos para estudos de reacfes imunolégicas influenciadas por essa
proteina. (TEIXEIRA et al., 2012ab). Em seguida, outros experimentos foram realizados
utilizando modelos animais de retocolite ulcerativa bem como de artrite reumatoide. Os
resultados confirmaram importante regressao das lesées em estudo nos subgrupos
tratados com a Hev b 13 de forma dependente da dose, sugerindo que a mesma possa
desempenhar uma possivel acdo anti-inflamatoria e/ou imunomoduladora (TEIXEIRA

et al., 2012ab). Com isso, 0 presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos
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da Hev b 13 na resposta inflamatoria, bem como sua repercussdo nas disfuncdes

organicas associadas a sepse.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Sepse: Conceitos gerais, historico e definicbes

A palavra sepse € de origem grega "ony”, que significa "decomposi¢cdo” ou
"putrefacdo”, e foi mencionada pela primeira vez nos poemas de Homero
aproximadamente 2.700 anos atrds (CHANG et al.,, 2010). Pierre Adolphe Piorry,
meédico francés (1794-1879), introduziu o termo septicemia (intoxicacdo putrida
sanguinea) e piemia (pus no sangue) sem determinar as diferencas e 0s mecanismos
patogénicos envolvidos (FERRAZ, 2008). Em seguida, Semmelweis, no século XIX,
desenvolveu uma visdo mais moderna da sepse e Schottmuller em 1914, citou pela
primeira vez a ligacdo direta entre a invasao de microrganismos do foco da infeccao
para a corrente sanguinea e doenca sistémica, com sintomas caracteristicos.

Investigacdes clinicas e experimentais ao longo do século XX levaram ao melhor
entendimento sobre a fisiopatologia da sepse. Em 1991, uma conferéncia de consenso
foi realizada pela American College of Chest Physicians (ACCP) e Society of Critical
Care Medicine (SCCM) com o objetivo de estabelecer uma definicdo simples e universal
para sepse além de padronizar as terminologias, facilitando o diagnostico precoce e
tratamento da doenca (SCHULTE et al., 2013).

Sepse foi definida entdo como "sindrome da resposta inflamatoria sistémica”
(SIRS - Systemic Inflammatory Response Syndrome), associada a infeccdo com
presenca de dois ou mais dos seguintes sinais clinicos: temperatura corporal >38°C ou
<36°C, batimento cardiaco >90 min, frequéncia respiratdria >20 ipm min ou PaCO:
<32mmHg e leucécitos >12.000 células/ mm?3 ou <4.000 células/ mm? ou >10% de
formas imaturas (DELLINGER et al., 2012).

De acordo com a International Sepsis Definition Conference, em 2001, a sepse

pode ser classificada em sepse grave caracterizada por disfungdo organica,
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hipoperfusdo ou hipotensdo. O choque séptico refere-se a um estado de dificuldade
circulatéria aguda, identificada por hipotensdo arterial persistente, mesmo apos
reposicdo adequada de liquidos (SHANKAR-HARI et al., 2016). A situacdo onde a
duracédo do choque séptico € maior do que uma hora, e ndo responsiva a administracao
de liquidos e drogas vasopressoras pode ser denominada de choque séptico refratario

(Figura 1) (SOUZA, 2010).

DISFUNGAD ORGANICA DISFUNGAD ORGANICA
INFECGAD INFECGAD INFECGAD
SIRS
-Temperatura <36%C ou >38°C
-FC *90bpm
-FR >20 ipm ou PaC02<32 il = b =ik
-Leucdeitos: >12000, <4000 ou
meais de 10% de formas
imaturas
| [ e[ wwew

Figura 1. DefinicBes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico (Fonte: HENKIN et al., 2009
com adaptacBes). SIRS: Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica; FC: frequéncia cardiaca;
FR: frequéncia respiratéria; PAM: pressdo arterial média; bpm: batimentos por minuto; ipm:
inspira¢des por minuto, mmHg: milimetros de mercurio.

O conceito da complicagdo terminal na sepse denominada sindrome da disfuncao
de mdltiplos 6rgaos (SDMO), citada pela primeira vez por Baue em 1975, corresponde
a presenca de alteragédo na fungéo organica de modo que a homeostasia ndo possa ser
mantida sem suporte avancado de vida (BAUE, 1975). Esta sindrome surgiu apenas
depois da criacéo de Unidades de Terapia Intensiva, com equipamentos de suporte aos
orgaos centrais como os ventiladores artificiais e maquinas de hemodialise. Antes
destes, a maioria dos pacientes com sepse grave e choque séptico morriam dentro de
curtos intervalos de tempo, sem qualquer chance para o desenvolvimento da SDMO

(LIMA, FRANCO, 2010).
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Os critérios detalhados para o diagnostico da sepse séo infeccdo mais uma das

seguintes variaveis:

» Variaveis Gerais: febre >38,3°C; hipotermia <36,0°C; frequéncia cardiaca
>90bpm; taquipnéia (FR>20 ipm ou PCO2 <32mmHg; alteracdo de estado
mental, edema significativo ou balanco hidrico positivo (>20mL/Kg em 24 horas);
hiperglicemia (glicemia >120mg/dL na auséncia de diabetes).

> Variaveis inflamatérias: leucocitose (>12.000 leucécitos/mm3); leucopenia
(<4.000 leucécitos/mm3); leucdcitos normais, porém com mais de 10% de formas
imaturas; proteina C reativa plasmatica > que 2 desvios padrées acima dos
valores normais; procalcitonina plasmatica > que 2 desvios padrdes acima dos
valores normais.

» Variaveis hemodinamicas: hipotensao arterial (PaS<90mmHg;
PAM<60mmHg ou queda na PaS > 40mmHg); SVO2 > 70%; indice cardiaco
>3,5 litros/minuto.

» Variaveis de disfuncdo orgéanica: hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 <300);
oliguria (débito urinario <0,5mL/Kg hora por pelo menos 2 horas); aumento da
creatinina >0,5mg/dL; alteracbes de coagulabilidade (RNI>1,5 ou TTPA> 60
segundos); ileo paralitico; trombocitopenia (<100.000 plaguetas/mms3);
hiperbilirrubinemia (bilirrubinas totais >4mg/dL).

» Variaveis de perfuséao tissular: hiperlactemia (>1mmol/L); perfusdo tissular

periférica lentificada.

2.2. Epidemiologia, atualidades e perspectivas da sepse

A sepse é uma das causas mais comuns de admissdo em unidades de terapia
intensiva (UTI) nos Estados Unidos, e o numero de 6bito encontra-se na mesma faixa
gue o infarto agudo do miocéardio (PEREZ, 2009). Angus et al. (2001) estudaram
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192.980 casos de sepse grave, compreendidos em um coorte de mais de 6,5 milhdes
de pacientes internados em 847 hospitais de sete estados estadunidenses e estimaram
sua incidéncia, custo e prognostico. A incidéncia de sepse grave foi de trés casos por
mil habitantes (751.000 casos/ano para a populacdo dos Estados Unidos da América),
superando a da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e a dos principais tipos
de cancer, o que resultaria em 215.000 mortes/ano.

Especialmente comum em idosos, a incidéncia de sepse aumenta mais de cem
vezes com a idade, sendo 0,2/1.000 em criancas e 26,2/1000 em pacientes com idade
superior a 85 anos (REINHART et al., 2012). De acordo com o Centro de Controle e
Prevencéo de Doencas (CDC) em 2008, estima-se que $ 14, 6 bilhdes foram gastos
por internacdes com sepse nos Estados Unidos, e de 1997 a 2008, com a inflacdo
ajustada, os custos totais do tratamento de pacientes internados por essa condi¢ao
aumentou anualmente 11,9% (HALL et al., 2011).

No Brasil, pesquisas epidemioldgicas sobre sepse sdo escassas, porém
alarmantes. No estudo multicéntrico PROGRESS (Promoting Global Research
Excellence in Severe Sepsis), envolvendo 12,881 mil pacientes com sepse grave em
37 paises e 276 UTlIs, o Brasil obteve a maior taxa de mortalidade hospitalar por esta
doenca (BEALE et al., 2003). No BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study),
realizado em cinco unidades de terapia intensiva publicas e privadas, identificou-se uma
incidéncia de sepse de 57,9 por 1000 pacientes/dia. A taxa de letalidade de pacientes
com SIRS (independente se devido a sepse ou outra causa), sepse, sepse grave e
choque séptico foi 24,2%, 33,9%, 46,9%, e 52,2%, respectivamente (SILVA et al.,
2004).

Em outro estudo, o Sepse Brasil, foram relatados o acompanhamento de uma
grande amostra de pacientes criticos (n = 3.128), em 75 UTIs, de todas as regides do

pais. Cerca de 17% dos pacientes tiveram diagnostico de sepse com uma taxa de
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letalidade global em 28 dias de 46,6%, enquanto que diferenciado por gravidade do
guadro séptico, revelou-se como equivalente a 34,4% na sepse grave e 65,3% no
choque séptico (SALES et al., 2006).

No COSTS, estudo multicéntrico, prospectivo e randomizado para avaliacdo do
custo de pacientes sépticos em unidades de terapia intensiva brasileira, conduzido pelo
Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), a taxa de letalidade global foi de 44,3%,
enquanto as taxas de letalidade separadas por tipo de UTI, publica ou privada, foram
de 49,2% e 37,7%, respectivamente. Vale ressaltar que o custo diario de tratamento da
sepse em pacientes ndo sobreviventes foi maior que em pacientes sobreviventes
durante a internacdo na UTI, alcancando a média de $ 9,773 mil para cada 10 dias de
internacdo (SOGAYAR et al., 2008). Com base num modelo de risco proporcional,
construido a partir de caracteristicas demograficas e doencas da populacao controle,
Quartin et al. (1997), concluiu em seu estudo que 0s pacientes sobreviventes da sepse
corriam um risco significativo de morrer de causas ndo sépticas (26% de mortalidade
prevista para 1 ano).

Na expectativa de reduzir a taxa de letalidade da sepse em 25% até o final da
presente década, a “Declaracédo de Barcelona” langou a campanha mundial Surviving
Sepsis Campaign, onde apregoam abordagens rapidas, precoces e protocoladas das
acOes terapéuticas. Resumidamente, o tratamento da sepse, sepse grave, choque
séptico, e sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgéos e sistemas (SDMO) incluem: (1)
manobras de reposic¢ao volémica, (2) abordagem da infec¢do com antibioticoterapia até
uma hora apos o fechamento do diagnaostico, (3) administracéo de corticosteroides, (4)
terapia anticoagulante, (5) controle glicémico, (6) suporte ventilatorio e (7) medidas
terapéuticas adicionais (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

N&o se pode negar os avangos e beneficios em relacao ao diagnostico precoce;

rastreamento microbiano mais eficaz que possibilita o rapido inicio do tratamento, 0 uso
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otimizado das variaveis hemodinamicas e das técnicas de suporte organico. No
entanto, essa complexidade das unidades de terapia intensiva possui ambivaléncias
gue devem ser consideradas como 0 aumento das técnicas invasivas, UsO
indiscriminado de novos antibidticos, internacdes prolongadas e alto custo econémico
e social (SILVA, 2011).

Uma das terapias para sepse, tida como promissoras, foi a utilizacdo da Proteina
C Ativada Humana Recombinante (Drotrecogina alfa). Potente anticoagulante e
reconhecido papel anti-inflamatorio reduziu a letalidade de enfermos com alto risco de
morte quando administrada de modo precoce, no entanto, sua eficacia foi contestada
depois da ocorréncia de graves episodios hemorragicos (RANIERI et al., 2012).
Anticorpos monoclonais anti-TNF-a, receptores antagonista de IL-1 e fator de ativacdo
plaquetaria (PAF) foram testados em estudos multicéntricos, randomizados e
controlados nos EUA e Europa, mas nao reduziram a taxa de mortalidade (DHAINAUT,
1998; OPAL, 1997; ABRAHAM, 2007). Agentes antioxidantes (a-tocoferol, dimetil-
sulfoxide, coenzima Q10, N-acetilcisteina, glutation, alopurinol, vitaminas C e E, B-
caroteno, catalase e superoxido-dismutase entre outros foram testados para neutralizar
a explosdo de radicais livres e evitar o dano celular na SIRS com resultados

inconclusivos (KRISHNAGOPALAN, DELLINGER, 2001).

2.3. Fisiopatologia da sepse

A resposta imune inata é responsavel pelo processo inflamatério inicial na sepse.
Quando os agentes patogénicos invadem o hospedeiro, seus padrbes moleculares
associados aos patoégenos (PMAPs) sdo identificados pelos receptores de
reconhecimento padrédo (RRP) expressos em barreiras epiteliais bem como em células
imunes. Sao exemplos de RRP a familia Toll —like (TLRs) que identificam uma grande
classe de PMAPSs, no qual o TLR-2 identifica os peptideoglicanos das bactérias Gram-
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positivas e o TLR-4 os lipopolissacarideos (LPS) das bactérias Gram- negativas
(SILVA, 2012; STEARNS et al., 2011).

O reconhecimento dos microrganismos pelos TLRs dispara uma cascata de via
intracelular com consequente ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB), seguido pela
producdo e secrecdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6) que atuam
coordenando uma ampla variedade de reacdes a nivel tecidual, incluindo o aumento da
expressdo de moléculas de adesao nas células endoteliais, infiltracdo de neutrofilos e
producédo de oxido nitrico, 0 que é um passo crucial no combate a infec¢éo localizada
prevenindo a disseminacéao sistémica (HANSEN et al., 2011; SCHULTE et al., 2013).

Todavia, se a infeccdo primaria persiste, ocorre a liberacdo excessiva de citocinas
inflamatorias gerando a “sindrome da resposta inflamatdria sistémica” (SIRS), com
consequente disfuncdo endotelial caracterizada por vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade capilar, hipotensao, hemoconcentracéo, extravasamento
macromolecular e edema. A ativacéo da cascata do complemento, usualmente pela via
alternativa, libera as proteinas plasmaticas C3a e C5a, agindo como quimioatraente para
os neutrofilos, intensificando a inflamacdo e os disturbios vasculares (BENJAMIM,
2001; BENJAMIM et al, 2002; SCHULTE et al, 2013).

Os PMAPs e as citocinas inflamatérias também séo responsaveis por ativar o
sistema de coagulacdo a partir da expressao do FT (fator tecidual), levando a inibigao
dos fatores anticoagulantes enddgenos — antitrombina 1ll, proteina C, proteina S e o
inibidor da via do fator tecidual (TFPI), levando as células endoteliais a adquirirem
funcdo pré-coagulante e protombadtica. Apos, a formacdo e deposicdo de fibrina na
microvasculatura, consumo de plaquetas e alteracdes na fibrindlise desencadeia a
coagulacédo intravascular disseminada (CID), podendo evoluir para sindrome da

disfuncéo de multiplos 6rgaos e sistemas (SDMO) (HOOK, ABRAMS, 2012).
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Na fase mais tardia da sepse, sao liberados mediadores anti-inflamatorios (IL-4,
IL-10, receptores soluveis de TNF-a e antagonista do receptor de IL-1) para compensar
e modular os efeitos destrutivos da resposta inflamatéria aguda (MILLS et al., 1989;
BONE, 1991; STEARNS et al., 2011). Os mondcitos/macréfagos sédo importantes
ativadores também da resposta imune adaptativa que, ao fagocitarem células
necroticas ou bactérias induzem os linfocitos a assumir um fenétipo Thl, levando a
liberacdo de substancias pro-inflamatorias, como interferon alfa (INF-a), interferon delta
(INF-0) e IL-2; se fagocitam células apoptéticas, ativam o fendtipo Th2, produzindo
substancias anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10 (SIQUEIRA- BATISTA, 2011).

O termo “tempestade de citocinas” surgiu na década de 1990, quando associaram
sepse a uma liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatorias (AIKAWA, 1996).
Entretanto, hoje sabe-se que a evolucdo dos quadros de sepse esta na regulacédo do
equilibrio pro/anti-inflamatério. Novos estudos tém proposto que a fase inicial de
hiperinflamacéo € seguida por um conseguinte estado prolongado de imunossupressao
na fase tardia, referido como “imunoparalisia’ induzida por sepse ou “sindrome da
resposta anti-inflamatéria compensatéria” (CARS) (PECK, 2007, GERMAIN, 2012).
Este estado é caracterizado por resposta imune inata e adaptativa prejudicada,
podendo desempenhar um papel fundamental na patogénese de danos nos tecidos,

faléncia de multiplos érgdos e morte induzida por sepse. (HOTCHKISS, OPAL, 2010).

2.4. Citocinas e sepse

Citocinas sdo uma classe funcional de pequenas proteinas mediadoras com baixo
peso molecular (<40 kDa), produzidas de forma regulada para afetar a ativacdo e
diferenciacdo da resposta imune. Uma vez liberadas, as citocinas pro-inflamatorias
recrutam células imunes distantes e ativam outros elementos sanguineos (células
endoteliais, plaquetas, fibroblastos) através da ligagdo de seus receptores de
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superficie, contribuindo para a resposta inflamatéria tardia (BLACKWELL,
CHRISTMAN, 1996).

O TNF-a parece ser o mediador chave na sepse, derivado de células imunitarias
ativas e também fribroblastos em resposta a estimulos infecciosos ou inflamatérios. A
liberacdo de TNF-a ocorre cerca de 30 minutos apés o estimulo, conduzindo ativacao
de outras células do sistema imunologico e a liberacdo de uma série justaposta de
outros mediadores. Do mesmo modo, a IL-1 é liberada rapidamente e com efeitos
comparaveis ao TNF-a, agindo sinergicamente, ambas induzem um estado semelhante
ao choque séptico, caracterizado por permeabilidade vascular, edema e hemorragia
pulmonar grave (DINARELLO, 1997). Também foram identificadas como mediadores
cruciais para o desenvolvimento da febre e, assim, pertencem ao grupo de citocinas
pirogénicas (O’NEILL, 2008).

A funcéo da IL-6 na sepse é mediar resposta de fase aguda, caracterizada por
febre, leucocitose e liberacdo de proteinas hepaticas tais como a proteina C- Reativa,
fibrinogénio e ferritina. E produzida por uma grande variedade de células,
especialmente células dendriticas, macrofagos, linfocitos, células endoteliais e
fibroblastos, em reposta a estimulacdo com lipopolissacarideo, IL-1 e TNF-a
(SCHELLER, ROSE-JOHN, 2006). Niveis plasmaticos elevados de IL-6 estdo
correlacionados com choque séptico, DMSO e alta mortalidade (DINARELLO, 1997).

Estudos revelaram que a IL-10 tem funcao amplamente anti-inflamatéria na sepse,
suprimindo a acdo dos mediadores pro-inflamatoérios e estimulando a producédo dos
receptores soluveis IL-1Ra, IL-1R2 e STNFRs, antagonizando os efeitos de IL-1 e TNF-
a. E produzida por mondcitos, macréfagos, linfocitos T, B e células Natural Killers (NK)
(LATIFI et al., 2002, CIANCIARULLO et al., 2008; FRACASSO, 2008).

A IL-4 promove a diferenciacéo de linfocitos T em células do tipo Th2 e inibe Th1,

caracterizando um perfil anti-inflamatorio na sepse. Causa a liberacdo de mais IL-4 e
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outras citocinas anti-inflamatorias, suprimindo a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias. Varios estudos indicam que a IL-4 desempenha um papel na fase tardia
da sepse, no entanto, sua funcdo precisa no curso da doenca ainda permanece

desconhecida (OPAL, DePALO, 2000).

2.5. Modelos experimentais de sepse

Diversos modelos animais tem sido utilizados para estudar a fisiopatologia
da sepse com o desafio de representar a complexidade clinica da sepse humana. Os
dois modelos mais frequentemente utilizados nos experimentos para inducao de sepse
sao ligadura com perfuracéo cecal (LPC) e administracdo de lipopolissacarideo (LPS)
(ZANOTTI-CAVAZZONI, GOLDFARB, 2009).

O modelo LPC, foi descrito pela primeira vez por Wichterman et al. (1980), sendo
ainda hoje o mais empregado nas pesquisas cientificas pois mimetiza diversos
aspectos da sepse humana como a que ocorre durante traumas com perfuracédo de
alcas intestinais, colite ou peritonite pos-operatoria. Este modelo possui a vantagem se
ser possivel controlar o grau de severidade da sepse através da extensdo do ceco
ligado ou quantidade e tamanho de perfuracdes realizados no ceco (BURAS et al.,
2005).

Os modelos de inducgéo de sepse por LPS e LPC apresentam o mesmo nivel de
mortalidade, mas séo significativamente diferentes quanto a cinética e producao de
citocinas. O modelo LPC apresenta um padrdo na producdo de mediadores
inflamatérios muito semelhante ao que ocorre na sepse humana, favorecendo o
conhecimento dos componentes imunolégicos e identificacdo de novos potenciais alvos

terapéuticos (DEJAGER et al., 2011).

2.6. Hev b 13
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E uma proteina homéloga alergénica, com 391 aminoéacidos na sua sequéncia de
DNA e peso molecular de 42,98 kDa. Obtida a partir do latex natural da Hevea
brasiliensis, popularmente conhecida como “seringueira”, possui atividades de lipase e
esterase, que podem estar associados a defesa de plantas (ARIF et al, 2004).

No latex da Hevea brasiliensis predominam trés tipos de particulas suspensas em
soro: particulas de borracha que constituem 30 a 45% (em massa) do latex (F1), os
lutéides que constituem 10 a 20% (F2) e os chamados complexos de Frey-Wyssling
(F3). Na fracdo F2 e F3 contém diversos componentes quimicos como proteinas
(soluveis e insoluveis), fosfolipidios, sais minerais, carotendides e lipidios cujas
propriedades biolégicas vem sido estudadas e determinadas em modelos animais
(AGOSTINI, 2009).

A membrana de borracha natural, juntamente com a fracdo F2, mostrou atividade
angiogénica e neoformacdo em dorso de coelhos (MENDONCA, 2004), membrana
cérioalantéidea de ovos embrionados de galinha (MENDONCA, 2008), es6fago e
parede abdominal de cdes (MRUE, 2000) e dorso de ratos (ANDRADE, 2012).

A Hev b 13 (derivada da fracdo F3) utilizada para estimular macréfagos e
mondcitos humanos in vitro, aumentou a producédo de IL- 10 e TGF- B. Além disso,
reduziu TNF-q, IL- 18 e IL- 6, abrindo caminhos para pesquisa de rea¢des imunoldgicas
mediadas por essa fracdo (TEIXEIRA et al., 2012a). No mesmo estudo, em modelo
experimental de artrite em joelhos de camundongos, o tratamento com a Hev b 13
demonstrou melhoria notavel nas alteracdes histopatolégicas de hiperplasia sinovial,
erosao oOssea e infiltrado inflamatorio, indicando que a Hev b 13 tem potencial anti-
inflamatorio (TEIXEIRA et al., 2012a).

Outro estudo publicado, dessa vez empregando modelo de colite experimental em
camundongos, os animais tratados com a Hev b 13 demonstraram evidéncias clinicas

de melhora como reducéo de episodios de diarreia, prolapso retal e perda de peso,
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além de reducdo no infiltrado inflamatorio e areas hemorragicas nas analises
morfoldgicas, destacando mais uma das suas possiveis aplicacdes no tratamento de
doencas imunoinflamatérias (TEIXEIRA et al., 2012b). Tendo em vista esse potencial,
o presente estudo foi desenhado para investigar os efeitos da proteina Hev b 13 na
resposta inflamatéria, bem como sua repercussdo nas disfuncdes organicas

associadas a sepse.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com a proteina da Hev b 13 na resposta inflamatoria
de ratos com sepse experimental.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Contabilizar leucdcitos totais e diferenciais no sangue dos animais 1, 6 e 24 horas

apos submetidos ao tratamento com diferentes doses da proteina Hev b 13.

3.2.2. Quantificar a producéo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias (TNF-q,
IL-6, IL-4, IL-10) no soro dos animais com sepse, apos 1, 6 e 24 horas de tratamento

com diferentes doses da proteina Hev b 13.

3.2.3. Quantificar a produc¢éo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias (TNF-q,
IL-6, IL-4, IL-10) no tecido pulmonar e hepatico dos animais com sepse, apos 1, 6 e 24

horas de tratamento com diferentes doses da proteina Hev b 13.

3.2.4. Analisar a histologia do tecido pulmonar e hepatico dos animais com sepse, apos

1, 6 e 24 horas de tratamento com diferentes doses da proteina Hev b 13.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo da proteina Hev b 13
A proteina Hev b 13, derivada do soro do latex de Hevea brasiliensis, foi fornecida
pelo Laboratorio Pele Nova Biotecnologia (Ribeirdo Preto - Sdo Paulo - Brasil - lote

1502-243).

4.2. Animais para experimentacao

Foram utilizados 60 Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar, machos adultos,
apresentando peso corporeo entre 200 e 300 gramas, procedentes do Biotério Central
da Pontificia Universidade Catdlica de Goias - PUC - GO. Os animais foram alojados
em gaiolas individuais de polipropileno, com piso sdlido e forradas com maravalha,
conforme padrdes internacionais e Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
Laboratério - SBCAL. O ambiente foi mantido em temperatura média de 21°C, sistema
de ventilacao, ciclo de claro-escuro, dieta especifica para espécie (Purina) e agua ad
libitum. O experimento teve inicio apds a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de

Animais da PUC - GO (protocolo n°0008/1).
4.3. Inducéo de sepse

A sepse foi induzida utilizando o modelo de ligadura e perfuracdo cecal (LPC),
conforme descrito por Wichtermann et al. (1980), com adapta¢des. Os animais foram
anestesiados por via intramuscular na face anterior da coxa direita, com uma mistura
de cloridrato de xilazina 2% (Syntec - S&o Paulo - Brasil) na dose de 2,5mg/kg e
cloridrato de cetamina 10% (Syntec- Sao Paulo - Brasil) na dose de 50mg/kg, e entao
submetidos a tricotomia e antissepsia da pele, seguida de laparotomia mediana com
cerca de 1 cm de comprimento para permitir a exposi¢cao do ceco e areas adjacentes.

Posteriormente, foi realizada uma ligadura do ceco, com fio de seda 3.0 em sua base,
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abaixo da valvula ileocecal, e perfurado duas vezes com agulha calibre 14. Este, entéo,
foi delicadamente pressionado para provocar a saida de fezes pelo local perfurado e
devolvido a cavidade peritoneal. A parede abdominal foi suturada em dois planos com
“‘mononylon” 4-0, com chuleio simples. No 1° plano a aponeurose e o peritdbnio em
conjunto; e no 2° plano, a pele (Figura 2). No final do procedimento cirdrgico, todos os
animais foram colocados na estufa a 37° C durante 20 minutos para evitar hipotermia,
em seguida, hidratados com 5 mL de soro ringer lactato (Sanobiol - Sdo Paulo - Brasil),
dose Unica via subcutanea. Apds, foram devolvidos nas gaiolas, alimentados com racéo
propria para espécie e agua ad libitum. A analgesia foi realizada com cloridrato de

nalbufina (Cristalia - Sdo Paulo - Brasil) na dose de 0,1 mg/kg subcutaneo de 8 em 8

horas.

Figura 2. Método de inducédo de sepse por ligadura e perfuracédo cecal (LPC). Laparotomia mediana
(A). Exposicdo do ceco (B). Ligadura do ceco (C). Perfuragdo do ceco com agulha calibre 14 (D).
Sutura da parede abdominal (E).

4.4. Grupos e tratamentos

ApGs seis horas de LPC, os animais foram randomizados em 4 grupos com n=24
e assim tratados: 1 - controle LPC, tratamento com solucao fisiol6gica subcutanea (SC)
0,9%; 2 - tratamento com dose Unica 0,5 mg/kg subcutanea de Hev b 13; 3 - tratamento
com dose Unica 2,0 mg/kg subcutanea de Hev b 13; 4 - tratamento com dose Unica 3,0

mg/kg subcutanea de Hev b 13. Posteriormente, os animais foram subdivididos em trés
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pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas apés os tratamentos n=8), para eutanasia

com dose letal de tiopental (Figura 3).

RATOS COM LIGADURA E PERFURAGAO CECAL

SR .

ORAS APOS LPC

Sangue Pulmio Fizado

Figura 3. Esquema de delineamento experimental dos diferentes grupos e respectivos tratamentos.

4.5. Coleta de amostras

Apo6s a administragdo do anestésico para eutandsia, foi coletado 8 mL de sangue
por meio de puncao intracardiaca e depositado em tubos com &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA). Confirmado o 6bito, fragmentos de pulmdes e figado também
foram retirados e pesados em balanga de precisdo, acondicionados em tubos com 200
ML de solucéo salina fosfato (PBS) 1X e 1% de inibidor de protease (Sigma - Missouri
- USA), em seguida, congelados no freezer -80°C até o preparo para dosagens. O

remanescente dos 6rgéos foi colocado em solugéo de formaldeido a 10%. As mesmas
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amostras de material biologico foram retiradas também de animais higidos para

obtencao de imagem e valores de referéncia.

4.6. Leucograma

Parte das amostras de sangue foram diluidas em liquido de Turk 1:20 (Audaz
Reagentes Tecnoldgicos - Sdo Paulo - Brasil), lisando células anucleadas e pipetadas
na camara de Neubauer para visualizacdo e contagem total dos leucdécitos em
microscopio optico (Nikon, Modelo - Eclipse E — aumento de 400X). Para contagem
diferencial, foram confeccionados esfregacos de novas amostras de sangue e corados
com Pandtico (Laborclin - Parané - Brasil), para identificacdo dos leucdcitos atravées das

suas especificidades morfologicas.
4.7. Deteccéo de citocinas
4.7.1. Preparo do plasma

O sangue foi centrifugado a 1000 rpm, durante 30 minutos em temperatura de 4°C
para separacdo do plasma. Em seguida, o plasma foi pipetado cuidadosamente e
transferido para tubos com aliquotas de no méaximo 500 pL, sendo estes

acondicionados no freezer -80°C até as dosagens.

4.7.2. Preparo das amostras de tecido

Os fragmentos de pulméo, baco e figado foram descongelados e acrescidos de
15 mL/mg de PBS 1X e 10% de solucéo de lise (Tampéo de Tris - 100mM Tris - HCL,
1.5 M NaCl, 10% TRITON X-100, 50 mM EDTA), macerados manualmente,
homogeneizados pelo aparelho Ultra Stirrer (Scientific SDN BHD - Ehsan - Malasya) e
posteriormente, centrifugados a 10000 rpm (ANDRADE, 2007). Utilizou-se o
sobrenadante do macerado das amostras para as dosagens, seguindo protocolo

realizado pelo Laboratorio de Citocinas do Instituto de Patologia Tropical de Saude
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Pulblica da Universidade Federal de Goias - UFG e conforme instru¢cdes recomendadas

pelo fabricante dos kits de ensaio (BD - Biosciences - S&o Paulo - Brasil).
4.7.3. Ensaio imunoenzimatico (Elisa)

Placas de 96 pocos (Jetbiofil - Guangzhou - China) foram cobertas com 80uL/poco
de anticorpo de captura (2,5 pL/mL), especifico para cada citocina. Estes anticorpos
foram diluidos em tampé&o de carbonato pH 9,0 (TNF-a/IL-6) ou PBS 1X (IL-10/ IL-4) e
incubados por 24 horas a 4°C. As placas foram lavadas 5X com PBS-Tween-20. As
ligacbes nao especificas foram bloqueadas com 160 uL de PBS1X/ Soro bovino fetal
3% por 1 hora em temperatura ambiente e, posteriormente, lavados 5X com PBS-
Tween. As amostras (soro ou sobrenadante) e o padrdo foram adicionados em
duplicata na placa (80 pL/poc¢o), sendo o padrao diluido em 80 pL de PBS1X/SBF 3%
(diluicdo seriada) e incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Apos esse
periodo, as placas foram lavadas 5X com PBS/Tween, adicionados anticorpos
biotilinados especificos de cada citocina e incubados por mais 1 hora. Ao término do
tempo, as placas foram lavadas, acrescidas de 80 pL/poco do conjugado
estreptoavidina peroxidase e incubadas por mais 30 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, as placas foram lavadas novamente 10X com PBS/Tween, adicionado 50
pL/poco de tetrametilbenzida e incubadas por 10 a 15 minutos em temperatura
ambiente. A reacao foi interrompida com 20 pL de H2SOa4 (Acido Sulftrico) e a placa foi

colocada em leitora de Elisa 455/620nm (Multiskan).
4.8. Histologia
4.8.1. Confeccéo das laminas

Os 6rgéos seccionados (pulméo e figado) foram preparados em cassetes, fixados
em solucéo de formol tamponado por 24 horas, mergulhados em alcool absoluto e xilol

para posterior inclusdo na parafina e catalogacdo. Cada bloco de parafina foi
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seccionado em micrétomo Spencer a 5um de espessura, onde as fitas de tecido obtidas
foram imersas em agua quente para serem distendidas na lamina. Os cortes obtidos
foram transferidos para uma estufa onde ficaram por 10 minutos em suporte inclinado
para secagem a 60°C. Para finalizar, as laminas foram coradas com hematoxilina e

eosina (HE) e acrescidas de resina sintética para conservacao.
4.8.2. Analise histopatoldgica

As laminas (n=8) foram examinadas por um patologista experiente de forma cega
aos tratamentos, em microscopio de luz utilizando aumento de 200X (100 campos por
secdo). As alteracdes nos tecidos foram classificadas em: (0) ausente (0% area); (1)
leve (25% area); (2) moderada (50% da area); (3) acentuada (75% da area), (4) severa
(100% area) nas seguintes categorias para tecido pulmonar: infiltracdo de neutrdfilos,
edema intersticial, hiperemia, hemorragia, espessamento e necrose. No tecido hepéatico
as categorias foram infiltrado inflamatério parenquimatoso, infiltrado inflamatério
sinusoidal, hemorragia e necrose. A soma das pontuacdes obtidas em cada categoria

foi utilizada para analise semiquantitativa (ZHOU, et al 2015).
4.9. Analise estatistica

A estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism versdo 6.05 (Inc. San
Diego, CA, USA), e os resultados apresentados contendo média + desvio padrao.
Andlise de variancia (ANOVA) e Tuckey foram utilizados para testar as diferencas
significativas do leucograma e niveis de citocinas. O teste Kruscal-Wallis foi empregado
para comparar as categorias histologicas. Para todas as analises foi adotado nivel de

significancia no valor de p <0,05.
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Abstract: Sepsis induces a severe systemic inflammatory response that may result in multiple
organ dysfunction and death. Studies using a protein derived from natural Hevea brasiliensis
(rubber tree) latex, denominated Hev b 13, have demonstrated important anti-inflammatory
effects, but no data have been published regarding its effects on sepsis. The aim of this study was
to investigate the effects of Hev b 13 on the inflammatory response and lung lesions of septal
rats. Male Wistar rats were submitted to cecal ligation and puncture (CLP), randomized into
groups and treated with subcutaneously administered doses of 0.5/2.0/3.0 mg/Kg of Hev b 13.
Next, animals were subdivided into three different points in time (1, 6 and 24 hours after
treatments) for collection of blood samples and euthanasia accompanied by organ removal. Total
and differential leukocyte counts, cytokine dosage and histological assessment were analyzed.
Treatment with Hev b 13 resulted in a significant decline in total and differential leukocytes as
well as suppression of TNF-a and IL-6 production, associated with the increase in IL-10 and IL-
4 in plasma and lung tissue. Moreover, it reduced morphological and pathological changes found
in the lungs, including neutrophil infiltration, edema and alveolar thickening. The present study
concluded that Hev b 13 exerts anti-inflammatory effects and attenuates lung lesions in septal
rats, showing potential for clinical application.

Proteina do latex de Hevea brasiliensis “Hev b 13” atenua resposta inflamatoria sistémica
e lesdo pulmonar de ratos com sepse

Resumo: Sepse induz uma resposta inflamatdria sistémica grave podendo resultar em disfuncéo
de mdltiplos érgdos e morte. Pesquisas utilizando uma proteina derivada do latex natural de
Hevea brasiliensis (seringueira), denominada Hev b 13 tem demonstrado importantes efeitos
anti-inflamatorios, mas nenhum dado foi publicado dos seus efeitos na sepse. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da Hev b 13 na resposta inflamatoria e na lesdo pulmonar de ratos
com sepse. Ratos machos da linhagem Wistar foram submetidos a ligacéo e perfuracéo do ceco
(LPC), randomizados em grupos e tratados com as doses 0,5/2,0/3,0 mg/Kg de Hev b 13
subcutaneo. Apo6s subdividiu-se os animais em trés pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas
apos os tratamentos) para coleta de amostras sanguineas e eutanasia com remogdo dos 6rgaos.
Contagem total e diferencial de leucécitos, dosagem de citocinas e avaliacdo histoldgica foram
analisadas. O tratamento com a Hev b 13 resultou em diminuicdo significativa de leucdcitos
totais e diferenciais bem como suprimiu a produgdo de TNF-a e IL-6, associado ao aumento de
IL-10 e IL-4 no plasma e tecido pulmonar. Além disso, reduziu as alteracdes morfologicas e
patoldgicas encontradas nos pulmdes, incluindo infiltrado de neutrdéfilos, edema e espessamento
alveolar. Este estudo concluiu que a Hev b 13 tem efeitos anti-inflamatdrios e atenua lesdes
pulmonares em ratos com sepse, apresentando potencialidades para aplicabilidade clinica.
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1. Introduction

Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host
response to infection (Shankar-Hari et al., 2016). Despite recent advances in surgical techniques
and intensive medicine, global mortality of patients with sepsis remains high, ranging between
30% and 50%. Sepsis, responsible for 200,000 deaths per year in the United States, has become
the primary cause of death in hospitals in the 21% century (Iwashyna et al., 2012; Kaukonen et
al., 2014).

During the development of sepsis, bacterial components activate transmembrane
recognition proteins, also called toll like receptors (TLRs), which recognize pathogen-associated
molecular patterns (PAMPSs). These initiate an immunological cascade resulting in the release of
pro-inflammatory interleukins, including the tumor necrosis factor (TNF-a), interleukin (IL) 1,
IL-2, IL-6, IL-8, and IL-12, among others (Bin et al., 2016). Overproduction of these
inflammatory mediators (cytokine storm) induces vasodilation, increased capillary permeability,
hypotension, hemoconcentration, macromolecular leakage and edema, and may lead to multiple
organ dysfunction syndrome (MODS), where the lungs are the most frequently affected (Matsuda
et al., 2006; Stearns et al., 2011; Ates et al., 2015).

The response of the host to pathogenic agents must be strictly regulated since the
consequences of exacerbated inflammation may be more lethal than the original pathogenic
aggression itself. In addition to the intense pro-inflammatory activity, anti-inflammatory
interleukins IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 and IL-13 are also produced. These are directly implicated
in the weakening of responses to etiological agents, generating the compensatory anti-
inflammatory response syndrome (CARS) (Ward Pa, 2011). This is more intense in situations
where the patient survives the disturbances related to systemic inflammation (Gomes et al.,

2016).
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To date, there are no effective drugs on the market to counterbalance the acute
inflammatory response. One of the promising therapies for sepsis is recombinant human activated
protein C (drotrecogin alfa). Despite being a potent anticoagulant and its recognized anti-
inflammatory role in reducing lethality when administered early in patients with high risk of
death, its effectiveness was questioned after the occurrence of serious hemorrhagic episodes
(Ranieri et al., 2012). Thus, new therapeutic approaches that might decrease mortality associated
with this serious condition are highly valuable.

Hev b 13, a protein derived and purified from Hevea brasiliensis latex, was capable of
potentiating human mononuclear cells in the presence of phytohemagglutinin, to produce IL- 10
and TGF-B. Furthermore, it inhibited TNF-a, IL- 1B and IL- 6 production (Teixeira et al., 2012a).
In other experiments using animal models of ulcerative colitis and rheumatoid arthritis, treatment
with the Hev b 13 fraction demonstrated an important regression of the lesions under study
(Teixeira et al., 2012ab). The ability of Hev b 13 to inhibit pro-inflammatory and stimulate anti-
inflammatory cytokine production suggests that this protein may modulate systemic
inflammatory response syndrome - SIRS. Thus, the aim of this study was to investigate the effects
of Hev b 13 on inflammatory response, as well as its repercussion on pulmonary dysfunction in

rats with experimentally-induced acute sepsis.

2. Material and Methods
2.1 Obtaining protein Hev b

The protein fraction Hev b 13, derived from the serum of Hevea brasiliensis latex, was
kindly donated by the Pele Nova Biotechnology Laboratory in Ribeirdo Preto, S&o Paulo state,

Brazil (batch no. 1502-243).
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2.2 Experimental animals

Adult male Wistar Rattus norvegicus albinus rats, weighing between 200 and 300 grams,
obtained from the Central Vivarium of the Pontifical Catholic University of Goias (PUC- GO),
were used. The experiment, which followed international guidelines and those of the Brazilian
Society of Laboratory Animal Sciences (SBCAL), was approved by the Animal Ethics

Committee of PUC-GO under protocol no. 0008/1.
2.3 Sepsis induction by cecal ligation and puncture (CLP)

The animals were intramuscularly anesthetized in the anterior surface of the right thigh
with a mixture of 2% xylazine hydrochloride (2.5mg/kg) and 10% ketamine hydrochloride
(50mg/kg - Syntec - Sdo Paulo - Brazil), and then submitted to midline laparotomy with a 1-cm-
long incision to expose the cecum and adjacent areas. Next, cecal ligation was performed with a
3.0 silk thread at the base, below the ileocecal valve, and punctured twice with a 14- gauge
needle. The cecum was then pressed to induce fecal evacuation through the punctured area and
returned to the peritoneal cavity. The abdominal wall was sutured in two layers with 4.0
mononylon and simple running sutures (Abd El-Latif AA et al., 2016). Finally, hydration was
performed with a single subcutaneous 5 mL dose of Ringer’s lactate and the animals were

returned to their cages, fed the appropriate ration for the species and given water ad libitum.
2.4 Groups and treatments

Randomization was carried out 6 hours after sepsis-induced surgery in 4 groups: rats
submitted to cecal ligation and puncture and treated only with 0.9% saline solution (CLP control
group); rats submitted to CLP and treated with a single dose of 0.5mg/2.0mg/ and 3.0mg/Kg of
protein Hev b 13 (groups Hev b 13 dose 0.5/2.0 and 3.0mg/Kg). The animals were then
subdivided into three different points in time (1, 6 and 24 hours after the treatments), for

anesthesia and blood collection via cardiac puncture, followed by euthanasia and removal of the
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lungs. The same biological material was also collected from healthy animals to obtain reference

values.
2.5 Leukogram

Blood samples were diluted in Turk’s solution (Audaz Reagentes Tecnologicos - S40
Paulo - Brazil) and pipetted in a Neubauer chamber for visualization and total leukocyte count
under optical microscope (Nikon, Eclipse E — 400X magnification). For differential counting,
swabs of new blood samples were taken and stained with Pandtico (Laborclin - Parana - Brazil)

to identify leukocytes by their morphological specificities.
2.6 Cytokine detection

2.6.1 Plasma preparation
The blood collected was deposited in tubes with ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)
and centrifuged at 1000 rpm, for 30 minutes at a temperature of 4°C to separate the plasma, then

aliquoted and stored in a freezer at -80°C until dosing.

2.6.2 Preparation of tissue samples

Fragments of lung were removed and weighed on a precision scale, stored in tubes with
200 pL of 1X phosphate buffered saline (PBS) and 1% protease inhibitor (Sigma - Missouri -
USA), and kept in the freezer at -80°C until dosing. The tubes were thawed and added with 15
mL/mg of 1X PBS and 10% lysis buffer (Tris buffer - 100mM Tris - HCL, 1.5 M NaCl, 10%
TRITON X-100, 50 mM EDTA), manually macerated, homogenized using an Ultra Stirrer
(Scientific SDN BHD, Ehsan, Malaysia) and then centrifuged at 10,000 rpm (Gokcinar et

al.,2013). The supernatant from the macerate was used for doses.
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2.6.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa)

The concentrations of TNF-a, IL-6, IL-10 and IL4 were determined using
immunoenzymatic assay kits (BD- Biosciences), according to manufacturer’s recommendations.

All the plasma and supernatant samples were measured in duplicate.
2.7 Histological analysis

Lungs were immersed in 10% buffered formalin and routinely included in paraffin. Strips
of tissue were cut at a thickness of Sum, mounted on slides and stained with hematoxylin-eosine.
The slides (n=8) were examined by an experienced pathologist blind to the treatments, under a
light microscope using 200X magnification (100 fields per section). Lung tissue lesions were
classified as (0) normal (0% of the area); (1) mild (25%); (2) moderate (50%); (3) significant
(75%), (4) severe (100%) in the following categories: neutrophil infiltration, interstitial edema,
hyperemia, hemorrhage, thickening and necrosis. The sum of the scores obtained in each

category was used in semiquantitative analysis (Zhou, et al 2015).
2.8 Statistical Analysis

Statistics were analyzed using the GraphPad Prism 6.05 program (San Diego, CA, USA),
and the results presented as mean + standard deviation. Analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s test were used to check for significant leukogram and cytokine level differences. The
Kruskal-Wallis test was used to compare histological categories. A significance level of p <0.05

was adopted for all analyses.
3. Results
3.1 Effects of treatment with Hev b 13 on the leukogram

The animals submitted to CLP (CLP control) exhibited progressive leukocytosis in
accordance with sepsis evolution. However, the increase in total, mature and basophil leukocytes

in the groups treated with Hev b 13 at all doses (0.5/2.0/3.0mg/kg) was significantly lower than
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in the CLP control group after 1 hour of treatment (p <0.05; Table 1). The same occurred in
nearly all leukocyte types at 6 and 24 hours, except for eosinophils (Tables 2 and 3). There was

no significant difference in leukocyte values among the treatments.
3.2 Efjects of Hev b 13 on plasma cytokines
3.2.1 TNF-o and IL-6

Analysis of CLP controls, whose animals were not treated, showed that plasma levels of
TNF-a reached their production peak in 1 hour, declining according to sepsis evolution (Figures
1 A, B and C). In animals treated with doses of 2.0 and 3.0mg/kg of Hev b 13, there was a
significant reduction in TNF- o levels in relation to CLP controls after 1 and 6 hours of treatment
(p <0.05; Figure 1 A, B). No significant difference was observed between doses in terms of
reducing TNF- a levels. IL-6 exhibited its production peak at 6 hours (Figure 1 D, E and F), and
was significantly lower after treatment with all doses of Hev b 13 (p <0.05). At the other times,

there was no significant reduction in IL-6 (Figure 1 D and F).
3.2.21L-10 and IL-4

The production peak of 1L-10 was detected at 6 hours (CLP control in Figure 1 G, H and
). After treatment with 2.0mg/kg of Hev b 13, the plasma levels of IL-10 rose significantly in
relation to CLP control at 1 and 24 hours (p <0.05; Figure G and I). At all times, the 2.0mg/Kg
dose was more active in increasing IL-10 production than the other treatments (Figure G, H and
). Finally, the dose of IL-4 in plasma reached its production peak in 1 hour, and treatment with
a dose of 2.0mg/Kg was responsible for significantly increasing its concentrations in relation to
CLP controls at all times (p <0.05; Figure 1 J, L and M). The dose of 3.0mg/Kg also significantly
increased IL-4 concentrations compared to CLP controls, but only at a time of 1 hour (Figure J).
Among the treatments, the 2.0mg/kg dose was the most active in increasing IL-4 concentration,

mainly when compared to the dose of 0.5mg/Kg.
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3.3 Effects of Hev b 13 on lung tissue cytokines
3.3.1 TNF-o and IL-6

In lung tissue, the results demonstrated that the production peak of TNF-a and IL-6
occurred at 1 hour in the CLP groups (Figure 2 A and D). After treatment with a dose of
2.0mg/Kg, there was a significant decline in TNF-a levels at 1 and 24 hours (p <0.05; Figure 2
A and C), and IL- 6 at 24 hours (Figure 2 F). The 3.0 mg/kg dose also significantly reduced TNF-
a and IL-6 levels in relation to CLP controls, at all treatment times (p <0.05; Figure 2 A, B, C,
D, E and F). The 3.0mg/Kg dose was more active in decreasing TNF-o and IL-6 production

compared to 0.5mg/Kg at practically all the times.
3.3.21L-10 and IL-4

In CLP controls, there was no minimum or maximum production peak for IL-10 in lung
tissue, with similar production at all the times analyzed. However, IL-10 was significantly higher
at a dose of 2.0mg/Kg at all the times, when compared to CLP controls (p <0.05; Figure 2 G, H
and 1). The production peak of IL-4 in lung tissue occurred at 6 and 24 hours, with a significant
increase after treatment at a dose of 2.0mg/Kg at all times (p <0.05; Figure 2 J, L and M). The

3.0mg/Kg dose also raised IL-4 tissue levels at 1 hour (Figure 2 J).
3.3 Effects of Hev b 13 on pulmonary histology

In CLP controls a number of morphological changes were observed at the first time
analyzed, including inflammatory cell infiltration, interstitial edema and lung congestion. These
alterations increased gradually with the evolution of sepsis. However, treatments with Hev b 13
at doses of 2.0 and 3.0mg/Kg significantly attenuated these histopathological lesions at 6 and 24

hours (p <0.05; Figure 3 A and B).
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4. Discussion

A number of animal models have been used to study the physiopathology of sepsis. The
greatest challenge is to mimick the clinical complexity of human sepsis and test possible
therapeutic targets. The CLP method, the most widely used in scientific research, is considered
the gold standard (Ercan and Ozdemir, 2015; Bin et al., 2016). In this study, the CLP model was
used in rats to investigate the anti-inflammatory effects of Hev b 13 during sepsis.

Subcutaneous administration of Hev b 13 initially resulted in a significant decline in total
and differential leukocytes (Tables 1, 2 and 3). During interpretation of these first results, the
hypothesis was raised that leukopenia could have been caused by their redistribution from the
vascular compartment to the injury site. Leukocytes combat localized infection, preventing
systemic dissemination. By contrast, their adherence to the endothelium causes microvessel
narrowing, directly influencing blood flow and modulating oxygen supply (Cohen, 2002). These
cell infiltrates also release pro-inflammatory cytokines, where TNF-a is especially influential in
recruiting more neutrophils, and may directly affect tissue via the accumulation of lysosomal
enzymes and free radicals (Hansen et al, 2011; Stearns et al., 2011).

Next, analysis of the other results, with a decrease in TNF-a and IL-6 production
associated with a rise in plasma IL-10 and IL-4 (Figure 1) and lung tissue (Figure 2), shows that
Hev b 13 exerted dose-dependent anti-inflammatory effects, likely suppressing the release of
leukocytes from the bone marrow or lymphoid organs into the blood. In line with the other
findings, the administration of Hev b 13 attenuated the morphopathological lesions found in
lungs during sepsis, including neutrophil infiltration, edema and alveolar thickening (Figure 3).

The inflammatory response in sepsis is characterized by excess production of pro-
inflammatory cytokines, primarily TNF-o, IL-1p and IL-6, such that production of anti-
inflammatory mediators is not adequately counterbalanced, mainly in the initial phase (Sagy et

al., 2013). This imbalance in cytokine production causes endothelial lesions, pulmonary edema
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and hemorrhage, and may evolve to terminal complications associated with sepsis (MODS)
(Zhou et al., 2015). The association between higher concentrations of pro-inflammatory
cytokines in the acute phase of sepsis and the unfavorable evolution of organic dysfunctions have
been studied and confirmed (Chien et al., 2011; Machado et al., 2011; Saad et al., 2016).
Interfering in the excessive production of these mediators during the acute phase of sepsis, as
occurred in our study, may result in better prognosis of the disease. Treatments with pro-
inflammatory cytokine inhibitors (antibodies, soluble receptors and anti-inflammatory cytokines)
have provided advantages in the experimental models of severe sepsis (Opal et al., 1997; Lomas-
Neira, 2012).

Studies with Hev b 13 have demonstrated the biological ability of reducing pro-
inflammatory cytokine production and increasing anti-inflammatory production of cytokines
such as IL-10. The same protein also significantly improved the clinical and histopathological
condition of arthritis and colitis in experimental models, suggesting anti-inflammatory potential
(Teixeira et al., 2012ab). Thus, the immunomodulating effects of the Hev b 13 fraction in rats
with sepsis, induced by injection of Acinetobacter baumannii into the peritoneal cavity after
lesion in the pancreas and stomach, were investigated during earlier experiments in our
laboratory, with a notable increase in IL-10 production and reduction of IL-6 in lung tissue (data
not published). Our results corroborate evidence showing that the Hev b 13 protein acts as an
anti-inflammatory, and to date no studies have been published regarding its effects on sepsis.

IL-10 is the most important anti-inflammatory cytokine found in human immune
response (Opal, DePalo, 2000). In addition to negatively modulating Th1l, it deactivates the
synthesis of pro-inflammatory cytokines from monocytes/macrophages and inhibits cell
migration (Hong et al., 2014). The protective effects of IL-10 in experimental sepsis may be
associated with the sepsis induction model (CLP or LPS- lipopolysaccharide) and intervention
time (Kalechman et al., 2002), but in general, treating septic rats with IL-10 delays lethality,

increases survival, and extends the therapeutic window (Remick et al., 2000). By contrast, 1L-10
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administered after septic shock, irrespective of induction methodology, may have limited
therapeutic benefits, given the prolonged state of immunosuppression in the late phase of the
disease (Lafiti et al., 2002). Interleukin-4, the dominant mediator of Th2 profile, is known to
play an important role in the pathogenesis of sepsis, but its precise function during the course of
the disease remains unknown (Wibke et al., 2013). Preliminary clinical investigations
demonstrated the potent anti-inflammatory action of IL-4, with a significant increase in the

survival of septic mice exposed to lethal doses of LPS (Baumhofe et al., 1998).

Progressive interstitial edema in the pulmonary vascular endothelium is inherent to the
inflammatory process during sepsis, where pro-inflammatory cytokines contribute significantly
to this process (Matthay et al., 2012). In this study, a single dose of Hev b 13, administered 6
hours after CLP surgery, was able to attenuate pulmonary lesions caused by sepsis at different
points in time. This could be explained by the reduced amount of TNF and IL-6 in the lung tissue
of animals. This finding is relevant, given that most patients with severe sepsis develop acute
pulmonary lesions (APL), with high morbidity and mortality indices (Gokcinar et al., 2013; Ates

etal., 2015).
5. Conclusions

Our results show that Hev b 13 displays anti-inflammatory properties in sepsis associated
with a reduction in TNF-a and IL-6, as well as a simultaneous increase in 1L4 and IL-10 at both
the systemic and tissue level. It also exhibits protective effects against sepsis-related pulmonary
organic dysfunctions. Thus, we suggest that dose-dependent treatment with Hev b 13 has
therapeutic potential for sepsis during the acute phase. Manipulating immunoregulators will
benefit patients with sepsis, and will likely be increasingly used in clinical practice as studies
progress. New experiments should be conducted using multiple doses of Hev b 13 involving

different organs to elucidate their immunocellular effects on sepsis.
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Figure 1. Effects of Hev b 13 on plasma cytokines of rats with sepsis. Six hours after cecal ligation and puncture
(CLP), the animals were treated with Hev b 13 (doses: 0.5/2.0/3.0mg/Kg) and euthanized at 1, 6 and 24 hours to
collect blood samples and doses of TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-4. Data are presented as means+SD and expressed
as pictograms of cytokines/milliliter of plasma (n=8). *(p<0.05) indicates significant groups as analyzed by
ANOVA followed by Tukey’s test. The normal group is presented only as reference.
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Figure 2. Effects of Hev b 13 on lung tissue cytokines in rats with sepsis. Six hours after cecal ligation and puncture
(CLP), the animals were treated with Hev b 13 (doses: 0.5/2.0/3.0mg/Kg) and euthanized at 1, 6 and 24 hours to
collect blood samples and doses of TNF-a, IL-6, IL-10 and IL-4. Data are presented as means £SD and expressed
as pictograms of cytokines/milliliter of plasma (n=8). *(p<0.05) indicates significant groups as analyzed by ANOVA
followed by Tukey’s test.
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Figure 3. Effects of Hev b 13 on the pulmonary histology of rats with sepsis. (A) Lung tissue sections were stained with Hematoxylin-Eosin. The images were selected from the different
experimental groups of time and doses, with normal images used only as reference (200x magnification; scale bar 100 um). (B) Semiquantitative analysis of pulmonary lesions. Slides were assessed
as: normal (0), mild (1), moderate (2), significant (3) and severe (4), in the following categories: neutrophil infiltration, interstitial edema, hyperemia, hemorrhage, thickening and necrosis. The
sum of the categories was analyzed by the Kruskal-Wallis test (p<0.05; n=8). The normal group was presented only as reference.



Table 1: Leukogram of the different groups 1 hour after treatments.

Hev b 13
Parameters
(10°%uL) Normal CLP control 0.5mg 2.0mg 3.0mg
Total Leukocytes
Mean (+SD) 3,290(+388) 7,800(+1,586) 4,781(+1,800)* 3,000(+875)* 3,660(+1,177)*
Variation 2,900-3,800 5,450-8,850 2,300-7,400 1,600-4,350 2,550-5,150
Mature
Neutrophils
Mean (xSD) 1,357(+215) 5,418(+1,220) 2,381 (x970) * 1,182(%321) * 2,201(+845) *
Variation 1,064-1,580 4,033-6,660 989-3,623 768-1,677 1,275-3,193
Immature
Neutrophils
Mean ((xSD) 482(+278) 839(476) 1,135(x643) 879(x322) 431(+201)
Variation 217-874 383-1,485 391-2,294 320-1,197 282-773
Lymphocytes
Mean (xSD) 1,341(x304) 1,135(+541) 1,054(+364) 770(+448) 865(+313)
Variation 986-1,710 692-1,816 648-1,742 367-1,566 390-1,269
Eosinophils
Mean (£SD) 0(x0) 78(x72) 44(x42) 36(£31) 35(x21)
Variation 0-0 0-173 0-129 0-87 0-51
Monocytes
Mean (xSD) 42(x22) 200(x126) 115(+102) 72(+33) 67(x30)
Variation 29-76 82-346 23-345 32-131 29-103
Basophils
Mean (£SD) 50(x22) 126(+48) 50(x15)* 60(x17)* 58(+28)*
Variation 29-76 82-173 27-74 32-87 25-103

SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared
by the ANOVA and Tukey'’s tests.
Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis.

Table 2: Leukogram of different groups 6 hours after treatments.

Hev b 13
Parameters
(10°%uL) Normal CLP control 0.5mg 2.0mg 3.0mg
Total leukocytes
Mean (£SD) 3,290(+388) 9,087(x487) 3,650(x917)* 3,171(+844)* 3,470(x568)*
Variation 2,900-3,800 8,600-9,750 2,150-4,750 2,040-4,500 2,600-4,050
Mature
Neutrophils
Mean (£SD) 1,357(%215) 5,625(+905) 1,802(+497) * 1,526(+515) * 1,873(x434) *
Variation 1,064-1,580 4,628-6,825 1,076-2,517 837-2,385 1,222-2,277
Immature
Neutrophils
Mean ((xSD) 482(+278) 1,549(£517) 724(+285)* 816(x235)* 823(x190)*
Variation 217-874 877-2,136 419-1,118 472-1,170 547-113
Lymphocytes
Mean (£SD) 1,341(x304) 1,456(+364) 955(+411) 687(+254)* 651(+239)*
Variation 986-1,710 946-1,780 495-1,860 328-943 379-1,013
Eosinophils
Mean (£SD) 0(x0) 66(+44) 34(x33) 31(x30) 46(x33)
Variation 0-0 0-91 0-93 0-89 0-81
Monocytes
Mean (£SD) 42(£22) 252(+99) 70(x35)* 61(x18)* 29(x16)*
Variation 29-76 178-390 21-139 41-89 0-40
Basophils
Mean (£SD) 50(x22) 136(+54) 62(+£30)* 48(+14)* 46(x13)*
Variation 29-76 89-195 21-95 20-61 34-67

SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared
by the ANOVA and Tukey'’s tests.
Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis.
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Table 3: Leukogram of the different groups 24 hours after treatments.

Hev b 13
Parameters
(10°%uL) Normal CLP control 0.5mg 2.0mg 3.0mg
Total Leukocytes
Mean (+SD) 3,290(+388) 12,716(+1,501) 4,212(+764)* 3,966(+541)* 4,114(+855)*
Variation 2,900-3,800 10,600-14,550 2,700-5,300 3,050-4,650 3,000-5,050
Mature
Neutrophils
Mean (xSD) 1,357(+215) 7,615(+1,050) 2,302(+487) * 1,969(x376) * 2,149(+628) *
Variation 1,064-1,580 6,572-9,022 1,431-2,968 1,495-2,604 1,260-2,980
Immature
Neutrophils
Mean ((xSD) 482(+278) 1,919(+255) 531(+214)* 473(x132)* 592(+193)*
Variation 217-874 1,599-2,226 332-979 279-622 372-966
Lymphocytes
Mean (xSD) 1,341(x304) 2,715(x717) 1,213(x276)* 1,326(+£312)* 1,178(x229)*
Variation 986-1,710 1,590-3,512 837-1,615 762-1,581 806-1,392
Eosinophils
Mean (£SD) 0(x0) 85(+66) 45(x42) 45(£38) 62(£33)
Variation 0-0 0-140 0-106 0-85 0-101
Monocytes
Mean (xSD) 42(x22) 212(x70) 61(x20)* 79(x38)* 54(+45)*
Variation 29-76 106-281 40-89 37-125 0-101
Basophils
Mean (£SD) 50(x22) 169(+68) 59(x28)* 71(x25)* 76(x22)*
Variation 29-76 106-264 27-106 37-94 43-101

SD= Standard Deviation, CLP= Cecal Ligation and Puncture, * Significant difference (p<0.05) in relation to the CLP control group compared
by the ANOVA and Tukey'’s tests.
Normal= Values exhibited only as reference and not included in the statistical analysis.
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Resumo: Objetivo: Hev b 13 é uma proteina obtida a partir do latex natural de Hevea
brasiliensis, da familia das Euforbiaceas conhecida popularmente como “seringueira”. Tem
apresentado atividade imunomoduladora na artrite e colite mas seu papel na sepse néo foi
explorado. Foram investigados os efeitos da Hev b 13 na producdo de citocinas e alteracdes
histolégicas no figado durante a sepse aguda. Métodos: Ratos machos da linhagem Wistar
foram submetidos a ligagéo e perfuracdo do ceco (LPC), randomizados em grupos e tratados
com as doses 0,5; 2,0 e3,0 mg/Kg de Hev b 13 subcutaneo. Apds, subdividiu-se 0s animais em
trés tempos diferentes (1, 6 e 24 horas ap0s 0s tratamentos) para eutanasia e remocéo do figado,
dosagem de citocinas e andlise histologica. Resultados: O tratamento com a Hev b 13 inibiu a
producdo de TNF-a e IL-6, associado ao aumento de IL-10 de forma significativa (p<0.05) no
figado em comparagdo com o grupo controle. Além disso, reduziu significativamente (p<0.05)
hemorragia, infiltrado inflamatorio sinusoidal e degeneracdo hidropica na histologia hepatica.
Concluséo: Hev b 13 desempenhou atividade anti-inflamatdria e imunomoduladora protegendo

o figado de lesBes durante a sepse aguda.

Palavras-chave: Hev b 13, Hevea brasiliensis, resposta inflamatoria, sepse, figado
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Introducéo

Sepse é uma inflamagdo sistémica, potencialmente fatal, induzida por uma infecgéo
causada por bactérias, fungos, virus ou parasitas (Jones, Puskarich, 2014). Estimativas indicam
que a sepse é a principal causa de morte e doenca critica em todo o mundo, representando mais
de US$ 20 bilhdes (5,2%) dos custos hospitalares totais dos EUA em 2011 (Fleischmann et al.,
2015). Além disso, ha uma crescente conscientizacdo de que os pacientes sobreviventes da
sepse frequentemente apresentam incapacidades fisicas, psicoldgicas e cognitivas de longo
prazo com significativas implicacdes sociais (Ilwashyna TJ et al., 2010; Shankar-Hari et al.,
2016).

A patogénese da sepse esta associada a regulacdo ascendente das vias pré e anti-
inflamatdrias. No entanto, quando o sistema imunoldgico se torna superativado em resposta a
uma infeccdo existente, caracterizando a sindrome da resposta inflamatéria aguda (SRIS), pode
ocorrer disfuncdo organica, choque e morte (Stearns et al., 2011). A lesdo hepética é uma das
complicacBes mais comuns associadas a sepse (Li et al., 2016). Estudos incluindo 206 UTIs
mostraram que nas primeiras 24 horas a incidéncia de lesdes hepaticas e insuficiéncia hepatica
foi de 46,6% e 6,3%, respectivamente (Brun-Buisson et al., 2004). O figado desempenha um
papel importante no metabolismo energético e defesa do organismo contra patdgenos,
modulando os processos inflamatérios e liberando quantidades elevadas de varias citocinas.
Durante a sepse, as citocinas pré-inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF) -a
e interleucina (IL)-6, tém efeito crucial na trajetdria da doenca e estdo particularmente ligadas
na progressdo do choque séptico (Schulte et al., 2013; Saad et al., 2016). Estas citocinas podem
ativar uma reagdo em cascata ¢ levar a “tempestade de citocinas", agravando a resposta
inflamatdria (Bin et al., 2016). Em contrapartida, as citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e
IL-4, também sdo encontradas extensivamente em pacientes sépticos e tém a funcdo de abrandar

as respostas imunes, comumente associadas a maior sobrevida (Gomes et al., 2016).
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Diversos protocolos terapéuticos para sepse tém sido propostos nos ultimos anos como
a administracao de antibioticos, corticosteroides e anticoagulantes, tudo isso acompanhado de
moderno suporte hemodindmico nas unidades de cuidados intensivos (UCI). Entretanto, mesmo
com esses avangos, nao existem melhorias significativas nas taxas de morbimortalidade,
fazendo-se necessaria a descoberta de novos potenciais alvos terapéuticos e/ou substancias que
pudesse equilibrar a resposta imunoinflamatoria na sepse. As citocinas sao alvos altamente
promissores, principalmente com a elucidacdo do papel desses mediadores na fisiopatologia da

doenca (Schulte et al., 2013).

A Hev b 13, uma proteina homdloga obtida a partir do latex natural de Hevea
brasiliensis, conhecida popularmente como “seringueira”, tem apresentado atividade
imunomoduladora nos ensaios pré-clinicos, aumentando a producéo de 1L-10 e reduzindo TNF-
a, IL-1B e I1-6 in vitro (Teixeira et al, 2012a). Os mesmos autores demonstraram ainda
evidéncias significativas de melhora nos quadros de artrite e colite em camundongos, apos trem
sido tratados com Hev b 13 por via oral (Teixeira et al., 2012ab). Dados do nosso estudo
anterior em ratos, confirmou que a Hev b 13 tem propriedades anti-inflamatdrias na sepse
associada a reducdo TNF-a e IL-6, concomitantemente ao aumento de 1L4 e 1L-10 tanto a nivel
sistémico como tecidual. Além disso, possui efeitos protetores contra as disfuncdes organicas
pulmonares causadas pela sepse (Araujo et al., 2018). No presente estudo, investigamos se 0
tratamento com a Hev b 13 possui algum efeito na producdo de citocinas e nas alteragdes

histoldgicas do figado durante a sepse aguda.
Material e Métodos
Obtencao da proteina Hev b 13

A fragdo proteica Hev b 13, derivada do soro do latex da Hevea brasiliensis, foi
fornecida pelo Laboratdrio Pele Nova Biotecnologia - Ribeirdo Preto - Sdo Paulo - Brasil (lote

1502-243).
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Animais para experimentacao

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar, machos adultos,
apresentando peso corporeo entre 200 a 300 gramas, procedentes do Biotério Central da
Pontificia Universidade Catolica de Goidas- PUC- GO. O experimento seguiu normas
internacionais e da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio — SBCAL,
com inicio somente apds a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da PUC-GO

protocolo n°0008/1.
Inducdo de sepse por ligadura e perfuracdo cecal (LPC)

Cloridrato de xilazina 2% (2,5mg/kg) e cloridrato de cetamina 10% (50mg/kg - Syntec
- S&do Paulo - Brasil) foram utilizados para anestesiar todos 0s animais. Uma incisao com cerca
de 1 cm foi feita na parede abdominal, seguida de ligadura do ceco com fio de seda 3.0 em sua
base e perfurado duas vezes com agulha calibre 14 G. O ceco foi entdo pressionado para
provocar a saida de fezes pelo local perfurado e devolvido a cavidade peritoneal. A parede
abdominal foi suturada em dois planos com “mononylon” 4-0 e chuleio simples (Figura 1). Ao
final, a hidratagdo foi feita com 5 mL de soro ringer lactato dose Unica via subcutanea e 0s

animais devolvidos nas gaiolas, alimentados com racao propria para espécie e agua ad libitum.

Figura 1. Método de inducdo de sepse por ligadura e perfuragdo cecal (LPC). Laparotomia mediana (A).
Exposicéo do ceco (B). Ligadura do ceco (C). Perfuragdo do ceco com agulha calibre 14 (D). Sutura da parede
abdominal (E).
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Grupos e tratamentos

A randomizacdo foi realizada 6 horas ap06s o procedimento cirurgico de inducao de sepse
em 4 grupos: ratos submetidos a ligacéo e perfuracdo cecal e tratados apenas com solucao
fisioldgica 0,9% (grupo controle LPC); ratos submetidos a LPC e tratados com dose Unica de
0,5mg; 2,0mg e 3,0mg/Kg da proteina Hev b 13. Posteriormente, os animais foram subdivididos
em trés pontos diferentes de tempo (1, 6 e 24 horas apds 0s tratamentos), para eutanasia e
remocao do figado. O mesmo material bioldgico foi coletado também de animais considerados

higidos (Grupo Normal) para obtencdo de valores de referéncia.
Deteccéo de citocinas

Fragmentos do figado foram retirados e pesados, acrescidos de 1% de inibidor de
protease (Sigma - Missouri - USA), 15 mL/mg de PBS 1X e 10% de tampao de lise (Tampéao
de Tris - 100mM Tris - HCL, 1.5 M NaCl, 10% TRITON X-100, 50 mM EDTA), macerados
manualmente, homogeneizados pelo aparelho Ultra Stirrer (Scientific SDN BHD - Ehsan -
Malasya) e posteriormente, centrifugados a 10000 rpm. Utilizou-se o sobrenadante do
macerado das amostras para as dosagens de TNF-a, IL-6, IL-10 e I1L4 através do Enzyme-linked
immunosorbent assay (Elisa) (BD- Biosciences) (Gokcinar et al., 2013) de acordo com as
instrucdes recomendadas pelo fabricante. Todas as amostras de sobrenadantes foram

mensuradas em duplicatas.

Analise histolégica

Os figados foram imersos em formol tamponado a 10% e rotineiramente incluidos em
parafina. Fitas de tecido foram cortadas com 5um de espessura, montadas em laminas e coradas
com hematoxilina-eosina. As laminas (n=8) foram examinadas por um patologista experiente
de forma cega aos tratamentos, em microscopio de luz utilizando aumento de 200/400X (100

campos por secdo). As lesdes nos tecidos hepaticos foram classificadas em: (0) normal (0%
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area); (1) leve (25% area); (2) moderada (50% da area); (3) acentuada (75% da area), (4) severa
(100% area) nas categorias infiltrado inflamatdrio parenquimatoso, infiltrado inflamatorio
sinusoidal, hemorragia, degeneracdo hidrdpica e necrose. A soma das pontuagdes obtidas em

cada categoria foram utilizadas para analise semiquantitativa (Zhou, et al 2015).

2.8 Andlise estatistica

A estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism versdo 6.05 (Inc. San Diego,
CA, USA) e os resultados apresentados contendo média + desvio padrdo. Anélise de variancia
(ANOVA) e Tuckey foram utilizados para testar as diferencas significativas dos niveis de
citocinas. O teste Kruscal-Wallis foi empregado para comparar as categorias histoldgicas. Para

todas as andlises foi adotado nivel de significancia no valor de p <0.05.

Resultados

Nos animais submetidos a ligadura e punc¢éo do ceco - controle CLP- os niveis teciduais
das citocinas inflamatérias TNF- a e IL-6 estavam muito elevadas quando comparadas aos
animais higidos. Entretanto, apds 1 hora de tratamento com todas as doses de Hev b 13, 0 TNF-
a foi significativamente menor que no grupo controle CLP (p <0.05) (Figura 2 A). O mesmo
repetiu-se apds 6 horas com as doses de 2,0 e 3,0mg, bem como no tempo de 24 horas com a
dose de 3,0mg (p <0.05) (Figura 2 B e C). Houve diferenca significativa entre os tratamentos,
contudo, a dosagem de 3,0mg foi mais eficaz em diminuir as concentracdes de TNF- o no figado
em todos os tempos analisados. (Figura 2 A, B e C). Com relacdo a IL-6, ndo houve diferenca
significativa entre o grupo controle CLP e os tratados no tempo de 1 hora (Figura 2 D) (p>0,05).
Nos tempos de 6 e 24 horas nas respectivas doses de 2,0 e 3,0mg, observou-se que o0s niveis de
IL6 foram significativamente menores quando comparados ao controle CLP (p <0.05). Houve
também diferencas significativas entre os tratamentos mas a dose de 3,0mg continuou sendo
mais eficaz em diminuir as concentragdes de IL-6 (Figura 2 E e F). A IL-10 aumentou de forma

significativa com a dose de 3,0mg (p <0.05) ap6s 1 e 24 horas de tratamento quando comparado
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ao controle CLP (Figura 2 G e I). A producdo de IL-4 no tecido hepatico ndo apresentou
diferencas significativas entre 0s grupos.

Ademais, nos exames histologicos do tecido hepatico, o grupo controle CLP apresentou
varias alteracdes patologicas dentre elas hemorragia, infiltrado inflamatorio sinusoidal e
degeneracdo hidropica, ocasionando alargamento e congestionamento de sinusodides com
formacéo de edema (Figura 3 B e C). Ap0s os tratamentos com Hev b 13, foi possivel visualizar
melhoria nas alteragcdes encontradas (Figura 3 D, E e F), sendo a dose de 3,0mg de Hev b 13,
nos tempos de 1 e 24h, responsavel por reduzir de forma significativa (p<0.05) as alteracdes

histopatoldgicas dentro das categorias analisadas (Figura 3 a,c).

Discussao

Hevea brasiliensis é uma das espécies mais pesquisadas da familia das Euforbiaceas
(Leela, Muhamed, 2006). No latex natural contém diversos componentes quimicos como
proteinas, fosfolipidios, sais minerais, carotenoides e lipidios cujas propriedades biolégicas
vém sendo exploradas e determinadas em modelos animais (Mrué et al, 2004, Teixeira et al.,
2012ab). Neste estudo, testamos se proteina Hev b 13 (derivada da fracdo F3 do latex), interfere
na producdo de citocinas bem como sua repercussdo nas alteracBes histoldgicas hepéticas
durante a sepse aguda.

O figado é um dos 6rgdos mais importantes e vulneraveis na sepse (Bin et al., 2016).
Influéncia no metabolismo e defesa do hospedeiro modulando processos inflamatérios por
filtracdo, inativacdo e limpeza de bactérias/endotoxinas, substancias vasoativas, inflamatdrias
e proteinas de fase aguda (Spapen, 2008). As células de Kupffer (KCs) representam cerca de
80% da populacéo total de macrofagos fixos e quando ativados produzem radicais reativos do
oxigénio e citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-o (Nakashima et al., 2013).

Todo esse processo, quando exacerbado, decorre em peroxidacdo, edema celular e

mitocondrial, consequentemente, induzem ou agravam lesdes hepaticas (Chen et al., 2013). No
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presente estudo a sepse foi induzida pelo modelo de CLP em ratos. O figado € o 6rgédo mais
préximo do ceco e, apos a perfuracdo, entra em contato direto com os lipopolissacarideos,
ademais, a veia porta hepatica drena sangue de todo o sistema digestivo e glandulas acessorias.
Em humanos, as infec¢bes intra-abdominais sdo causas bem comuns de sepse (Al-Saidya,
Ismail, 2013). Por essa razdo, as citocinas inflamatorias secretadas pelas KCs, tendem a
aumentar no figado e plasma muito rapidamente. As correlacoes entre a producéo de citocinas
em sobrenadantes de KCs e no plasma ja foram comprovadas (Yee et al., 2003).

No nosso estudo, a administracdo de Hev b 13 reduziu a producdo de TNF-a e IL-6 no
lisado de figado dos ratos com sepse aguda de forma dose dependente. TNF-a e IL-6 estimulam
a resposta imune inata ou adaptativa e favorece a producdo de outros tipos de citocinas
intensificando a resposta inflamatoria. Podem ainda, aumentar a expressdo de moléculas de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e celular vascular-1 (VCAM-1), comprometendo a
microcirculacdo hepatica (Coquerel et al, 2014). Além disso, o receptor -1 de TNF-a é capaz
de induzir a apoptose dos hepatdcitos por maltiplos caminhos (Ding, Yin, 2004). Estudos
recentes revelaram que a IL-6 € um marcador de alta sensibilidade para infeccdes bacterianas
graves (Ventetuolo et al., 2008). Aparece rapidamente na corrente sanguinea alcancando niveis
méaximos dentro de 2 horas ap0s a infeccdo e seu estimulo persiste muito mais tempo do que a
IL-1 e TNF-a (Song, Kellum, 2005). Niveis séricos de IL-6 e TNF-a diminuem quando a
infeccdo é controlada e correlacionam com melhor prognostico em escores Apache I
(Chaudhry et al., 2013).

Nossos experimentos revelaram também, um aumento na producédo de I1L-10 no figado
dos animais tratados com a maior dose testada (3,0mg) nos tempos de 1 e 24h (Figura2 G e I).
Coincidentemente, a mesma dose e tempo atenuou de forma significativa as lesdes hepaticas
analisadas nos ratos com sepse, sobretudo, a degeneracao hidropica, que foi a alteracdo mais
frequente nos animais sem tratamento. Acreditamos que a IL-10 participou na supressdo das

demais citocinas inflamatorias e pode ter restringindo a agressdo na membrana dos hepatocitos
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durante o processo inflamatorio intenso. Estes achados corroboram com outros autores que
também apresentaram niveis de citocinas inflamatorias reduzidas e maior producdo de I1L-10
apos a administracdo de Hev b 13, tanto a nivel sistémico quanto tecidual, ao mesmo tempo,
reduziu lesbes nas articulacdes de joelho em artrite, c6lon em colite e pulmbes na sepse
(Teixeira et al., 2012ab; Alves et al., 2016; Araujo et al., 2016).

Na sepse induzida por CLP, as citocinas TNF e IL-6 podem estar até 15 vezes aumentadas
contribuindo para o desenvolvimento da sindrome disfuncional de multiplos érgéos e sistemas
(SDMO) e mortalidade elevada (Lafiti et al., 2002). Todavia, a administracdo de IL-10
recombinante (rhlL-10) 5h apds CLP (Lafiti et al., 2002), regulacdo ascendente da IL-10 através
de transferéncia genética (Kabay et al., 2007) ou terapia hiperbarica (Buras et al., 2006) evitou
lesGes de 6rgdos e melhorou a sobrevida. Em voluntarios humanos que receberam rhlL-10 ap6s
endotoxemia, verificou-se menos hipertermia, adesdo de neutrofilos nos pulmdes e producéo
de citocinas inflamatorias (Pajkrt et al., 1997). Esses resultados em paralelo com nosso estudo
comprovam que, terapias visando atenuar a resposta inflamatoria sistémica podem restringir os

danos celulares e consequentemente, as disfungdes orgénicas na SRIS durante a sepse.

Concluséao

Concluimos que a administracdo de Hev b 13 foi capaz de aumentar a producéo de IL-
10 e inibir TNF-a e IL-6, além de atenuar as lesdes hepaticas induzida por sepse aguda,
evidenciando um papel protetor através da atividade anti-inflamatdria e imunomoduladora da
proteina. Entretanto, faz-se necessario novos ensaios pré-clinicos com doses continuas,
inclusive antes da CLP, para elucidar todos os efeitos da Hev b 13 na resposta inflamatdria

durante a sepse.
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Figura 2. Efeitos da Hev b 13 na producdo de citocinas no tecido hepatico de ratos com sepse. Apds 6 horas de ligacdo e
perfuracdo do ceco (LPC), os animais foram tratados com Hev b 13 (doses: 0,5/2,0/3,0mg/Kg) e eutanasiados nos tempos de 1
,6 e 24 horas para coleta do figado e dosagem de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-4. Os dados sdo apresentados como médias +DP e
expressos em picogramas de citocinas/miligramas de tecido (n=8). *(p<0,05) indica os grupos significativos entre si analisados
pelo teste Anova seguido de Tukey.
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7. CONCLUSOES GERAIS

O tratamento com a Hev b 13 resultou em diminuic&o significativa de leucocitos
totais e diferenciais nos animais com sepse.

O tratamento com a Hev b 13 diminuiu a producéo de TNF-a e IL-6, associado
ao aumento de IL-10 e IL-4 no plasma dos animais com sepse.

No tecido pulmonar, o tratamento com a Hev b 13 diminuiu a producéo de TNF-
a e IL-6, associado ao aumento de IL-10 e IL-4, atenuando as alteracdes
patologicas encontradas nos pulmdes dos animais com sepse.

No tecido hepdtico, o tratamento com a Hev b 13 diminuiu a producao de TNF-
a e IL-6, associado ao aumento de IL-10, atenuando as alteracdes patoldgicas
encontradas no figado dos animais com sepse.

A Hev b 13 apresentou atividade anti-inflamatéria e protetora na sepse aguda

com potencialidades para aplicabilidade clinica.
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Anexo |. Parecer da Comissé&o de Etica no Uso de Animais da PUC - GO

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOL_ICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAQ E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AVALIACAO DA COMISSAO

28. Comentarios do relator frente as orientagdes da Lei 11.794 de 08/10/08: Decreto 6.899 de |
15/07/09; Diretriz Brasilcira para o Cuidado ¢ a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos — DBCA, regulamentada pela Portaria n° 465 de 23/05/2013 — MCT; Guia Brasileiro de |
Boas Praticas para a Eutanasia de Animais, regulamentado pela Portaria n® 596 de 25/06/2013 — |
{ MCT. ) - o )
| O projeto esta adequadamente delineado e observa os cuidados necessérios para evitar o sofrimento
dos animais durante os procedimentos previstos.
| Recomenda-se a sua aprovagao.

{
\
— {

PARECER DA COMISSAO :
APROVADO( x ) PENDENCIA(_ ) NAO APROVADO (

* GRAU DE INVASIVIDADE (GI) - definigdes segundo o CONCEA

GI1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.: observagdo e exame fisico;
administragdo oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutinea, ou intramuscular de substancias que ndo causem
reagdes adversas perceptiveis; eutandsia por métodos aprovados apos anestesia ou sedagio: deprivacio alimentar
ou hidrica por periedos equivalentes a deprivagdo na natureza)

GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade (ex.: procedimentos cirirgicos
menores, como bidpsias, sob anestesia; periodos breves de contengdo ¢ imobilidade em animais conscientes;
exposigdo a niveis ndo letais de compostos quimicos que nao causem reagdes adversas graves),

GI3 = Experimentos que causam cstresse, desconforto ou dor, de intensidade intermedidria (ex.: procedimentos
cirGrgicos invasivos conduzidos em animais anestesiados; imobilidade fisica por vérias horas; indugdo de
esiresse por separa¢ao materna ou exposi¢io a agressor; exposi¢do a estimulos aversivos inescapaveis; exposigao
a choques localizados de intensidade leve; exposi¢#o a niveis de radiagdo e compostos quimicos que provoguem
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Avaliacao da Atividade Cicatricial do
Aloe vera em Feridas em Dorso de Ratos*

Cicatricial Activity Evaluation of Aloe vera on Wounds in Rats

Cicatricial Actividad Evaluacion de Aloe vera en Heridas en Ratas

Patricia Lima Mercés', Lilthian Alves de Aradjo’, Ana Carolina Vicente Aratjo’,
Maisa Helena de Abreu Silva Santos’, Susy Ricardo Lemes', Paulo Roberto de Melo-Reis'

RESUMO

A Aloe verg, popularmente conhecida como babosa, @ uma das plantas mais utilizadas no tratamenito de feridas, visto
gue indmeras pesquizas relatam suas propriedades cicatrizantes e anti-inflamardrias. O objetivo do estudo foi avaliar
a influéncia da Aloe vero nia stividade cicatricial de feridas induzidas em dorso de ratos. Foram utilizados 15 ratos zau-
daveis da espécie Rartus norvegicus alkinus. Por interméedic da criagdo de uma lesdo no dorso de cada rato utilizando
um molde do tamanho retangular 2,0 = 3,0 cm, foi aplicado o gel de Aloe verg, solugio teste, além dos controles positive
e negative. Os resultados na avaliagdo macroscopica demonstraram gue 100% dos ratos tratados com o gel de Alpe
verg apresentaram um fechamento completo das lesces no 219 dia do experimento. O grupo controle positivo obteve
40% das amostras com fechamento completo. A analize estatiztica demonstrou, No entanto, gue nao howve diferenca
significativa entre o grupe teste & o grupo controle positivo (p=0,05) perém houve diferengas (p<0.05) entre o grupo
teste e o controle negstivo. Por meio des resultados obtidos, conduiu-se gque o gel de Aloe verg apresenta potencial
aplicabilidade farmacéurica pars o tratamento de feridas, podendo apresentar componentes isolados pro-sngiogénicos.

DESCRITORES: Babosa. Cicatrizag8o. Fitoterapia. Estomaterapia.

ABSTRACT

The Aloe vera, popularly known as aloe, is one of the plants most commonly used in the treatment of wounds, since
numerous studiezs reporting their anti-inflammatery and cicatrizing properties. The sim of the study was to evaluate
the influence of Aloe verg in the healing activity of wounds induced in rats. Fifteen healthy rats Battus nonvegicus albinus
were used. By creating a lesion on the back of each rat using a rectangular zize of 2.0 x 3.0 cm mold, Aloe vera gel has
been applied, the test seluten, in addition te positive and negative controls. The results in macroscopic evaluation
showed that 100% of the mice treated with Aloe vera gel showed a complete dlosing of the injury on day 21 of the
experiment The positive control group had 40% of the samples with complete closure. Statistical analysis showed,
however, that there was no significant difference between the test group and the contrel group (p=0.05) however
there were differences (p<0.05) between the test group and the negative contrel. From the resuls obtained, it was
concluded that the Aloe verg gel has potential pharmaceutical applicability for the trestment of wounds, and may have
a single component pro-angicgenic.

DESCRIPTORS: Aloe. Wound healing. Phytotherapy. Stomatherapy.
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Avaliacao da atividade angiogénica da solucao

aquosa da Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo)

Evaluation of the angiogenic activity of the aqueous
solution of tabebuia impetiginosa (purple Ipe)

Paulo S&vio Paim de Moraes', Carolyna de Sousa Carvalho®, Dwight Assis Chaves®, Maria Alice Montes de
Sousa®, Susy Ricardo Lemes®, Lilhian Alves de Aradjo®, Fatima Mrué?, Paulo Roberto de Melo-Reis®,
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Sande. 1* Avenida, 1069 — Setor Universitario. CEP 74605020 — Goddnia - GO.

3 Pontificia Universidade Catalica de Goizs. Mestrado em Ciéncias Ambientais e Satde. Fua 232, 128, 3° andar — Setor Universitario. CEP
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Resomo: A Tabebuia impetiginosa & uma planta conhecida popularments como pé-roxo, encontrada na Ameériea do Sul
e Central e amplamente distnbuida no cemrado brasilewro. A casca da planta apresenta componentes quimices gque pos-
swem agdo anti-inflamatoria, antitumoral, antibacteriana e antifimgica, podendo ser utilizada no trataments de diversas
enfermmdades. Com base no potencial terapéutico que os componentes quimicos extraidos da casca da planta podem
oferecer, o presente estudo teve por objetive avaliar a atividade angiogémcea da Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo). A pos-
sivel ahvidade angiogemica da planta fo avaliada pelo ensalo da membrana cono-alantoide (MCA) de ovos embnonados
de galinha. O expermmento evidencion um aumento da rede vasenlar (p=20,05) da MCAs am relagio aos controles neutro
(H20) e imbidor (Dexametazona) pelo uso da solugdo aquosa do ipé-roxo na concentracdo de 10 me/ml, mferindo deste
mode, que esta substaneia possu atrvidade angiogénica.

Palavraz-chave: Tabebuia impetiginoza. Ipé-roxe. Atividads angiogémea. Membrana corto-alantoids.

Abstract: The Tabebuia impetiginosa 15 a plant popularly known as Parple Ipe, found m Sowth and Central Americas
and variably distributed m the Brazilian Cerrade. The plant’s bark presents chemucal components with anti-inflammato-
1y, antitumor, antibacterial and antifingal actions, being able to be utilized i several mirmities. Based on therapeutic
potential that the tree’s bark can offer, the present study had its objective set on avail of the anmiogenesis capacity of the
an merease In vascular nets (p=20,05) fom CAMs related to the negative controls (H20) and mhabiter (Dexamethasone)
by the use of aquecus solution at 10 mg/dL of the purple Ipe, infarming that this substance possesses an angiogenic action.
Keywords: Tabebuia impetiginosa. Purple Ips. Angiogemic activity. Chonoallantoic membrane.
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Avaliacdo da atividade angiogénica da solugdo aquosa do barbatimio
(Stryphnodendron adstringens)

CHAVES, D.A.': LEMES, 5.R,; ARAUJO, LA SOUSA, M.AM.;FREITAS, G,B,; LINO=JUNIOR, R.5.%;
MRUE, F.;; MELO-REIS, P.R."

1Pontificia Universidade Caldlica de Goids, Laboratdro de Estfudes Experimentais e Biotecnoldgicos, Rua 232,
m 128, 3° andar, Goldnia-G0, Brasil, CEP T4605-140. :Universidade Federal de Golds= UFG, Av. Esperanga,
s'n— Sefor lfafiaia, Campus Samambala, Goldnia-GE0, Brasi, CEF F4690=500, *Universidade Federal de Golds,
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RESUMO: O Barbatimdo (Stryphnodendron adsinngens) planta medicinal encontrada no
bioma Cerrado aprasenta proprisdades lisico=quimicas que lhe garante impartantes atividades
farmacolagicas tais como: anti-inflamatoria, analgésica & uma atividade protetora da mucosa
gastrica. A casca do tronco é a principal matéria=prima usacda para o desemvobimento de produtos
madicirais. Maste esludo, o objalive ol investigar a influéncia da solugdo aquosa da casea do
barbatimén no processo de formagio de vasos sanguiness na mambrana coricalontoide de
owvo embrionado de galinha. Foram utilizadas 30g da casca friturada em um litro de dgua. Este
processo permitiv a obtengdo da Solucdo Aquosa de Barbatimao = SAB em uma concentracac
de 30mg/mL. & atividade angiogénica da solugio aguosa do barbaliman foi avaliada medianis
reglizacdo de testes laboratoriais "in vive”, uiilizando como modelo experimental 2 membrana
do ovo embrionado de galinha (MCA), Utllizou-se como controle indutor o Regederm®, o gual
aprasenta alividade angiogénica conhacida, Os resullados demaonstraram gue a SAB aprasentou
um percentual de vascularzagdo na MCAde (50.4%) ndo tendo diferenca (p=0,05) 2os valores
detectados no confrole indutor (52,9%), Com os resultados obtidos, percebe-se gque o barbatimac
apresenta atvidade anglogénica no modelo exparimental utilizade,

Palavras chave: Angiog&nese, barbatimdo, membrana, ovo.

ABSTRACT: Angiogenic activity of the aqueous sollution of Barbatiméao ( Stryphnodendron
adstringens).The Barbatimao {(Siryohnodendron adstrngens) medicinal plant found in the
Cerrado biome has physicochemical properties which guarantes important pharmacological
activities such as antikinflammatic, analgesic and protective activities of gastric mucosa, The
bark of the trunk is the main raw material used for the development of medicinal products. In this
study, the objective was to investigate the influence of the agueous solution of barbatimaa bark in
the formation of blood vessels in the membrane of embryonated chicksn egg conoalontoid, 30g
of shredded bark was used in one liter of water. This process enabled the obtention of aqueous
Barbatimao = BSA at a concentration of 30mg f ml. The angiogenic activity of the agqueocus
solution of barbalimao was assessed by laboralory lesting “in viva®, using the choroallanicic
membrane of embryonated chicken agg (MCA) as an experimental model. TheRegaderm®@
contralinductar was used, which exhibits known angiogenic aclivity, The results showed that
the percentage of BSA showed a vascularization of the MCA (50.4%) there was no difference
(p=> 0.05} in the values detected in the control inductor (52,9% ). With the obtained results, it is
clear that barbatim&o shows angiogenic activity under the experimental model used.

Key words: Andiogenasis, barbatimas, membrane, egg.
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WOUND HEALING

Evaluation of wound healing treated with latex derived from rubber trees and 4loe Vera
extract in rats!
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proecedures; critical revision; supervised all phases of the study.
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YPhD, Class A Professor, General Pathology, Tropical Institate of Pathology and Public Health, UFG, Goianiz-G0, Brazil. Technical procadures,
analysis and interpretatdon of data, statisdcal anslysis, manuscript preparation, critical revision.

ABSTRACT

PURPOSE: To compare the use of latex denvative and Aloe vera extract to wound healmg.

METHODS: Twenty one rats were randomly divided mto three groups and each one had a wound made by meision. The treatment
consisted 1n: dertvative of latex (GL), Aloe vera extract (GA) and saline solufion (GC). The wound area was measured on the Tth, 14th
and 21st days and macroscopic and microscopic evaluation were done.

RESULTS: The companson between the measurements of the wounds presented statistical difference i GC and GA from the Tth day
of evaluation and GL from the 14th day. The extent of the wound was significantly smaller by the 7th day m GL. Histologically, in GL.,
the neovasculanzation was significant on the 7th, 14th and 21st days. On the 21st day the scar was large and lLittle mature. In GA and
GC. the findings were simalar on the Tth, 14th and 2 15t days with a shight better organization of skin and collagen on the 215t in GA.
CONCLUSIONS: Statistical analysis did not allow for the definifion of the best topacal agent. The latex had the highest anmiogenesis,
but a possible foreign body granuloma. 4loe vera has revealed a healing process adequated temporally in histology.

Key words: Anglogenesis. Wound Healmg. Aloe. Hevea. Fats.

570 - Aeta Cinpgica Brasileira - Fol 31 (91 201a

Vil



e, Lionana, v 43, n 1, p. 6270, jan Smar,, 2016

e%lj U C GO IS5 1983-TB1X

Perfil bioquimico de Sapajus libidinosus spix, 1923,

e bugios (Adlouatta caraya Humboldt, 1812) de vida
livre do Sul do Estado do Tocantins

Profile biochemist of sapajus libidinosus spix, 1923
and Alouatta carava Humboldt, 1812 monkeys
[from Southern Tocantins State, Brazil

Cynthia Ledo Baldini Ribeire, Nelson Jorge da Silva-Jinior ', Susy Ricardo Lermes?,
Lilhian Alves de Aradjo? Paulo Roberto de Melo-Rais?

1 Ponfificia Universidade Catolica de Goizs. Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Ambientais ¢ Sande. Escola de Ciencias Medicas,
Farmacéuticas e Biomedicas. Avenida Universitaria, 1440 — Setor Universitario. CEP 74605-010 — Goiznia - GO.

1 Universidads Federal de Goias. Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia & Biodiversidade. Bua 235, s/n — Setor Universitario. CEP
T4605-050 — Goiznia — GO.

3 Pontificia Universidade Catalica de Goias. Laboratorio de Estudos Experimentais & Biotecnologices. Fua 232, 128, 3° andar — Setor Univer-
sitario. CEP 74605-140 — Godania — GO

Resumo: Este estudo objetivon estabelecer valores de referéncia para dosagens de parimetros sanguineos de maca-
co-prege (Sapgius ibidmosus) e bugtos (dlouaita caraya) de vida hvre no Sul do estado do Tocantins, Brasil. Foram
collndas amostras de sangue de 15 macacos-prego e 47 bugios pretos, todos capturados manualments durante o resgate
de fauma da wsma hidrelétnica 530 Salvader situada ao sul do Estado deo Tocantins, no alte e Tocantins. Foram ava-
hiadas vanaveis distnbuidas nos segumtes zupes: dosagens bioquimicas (dez vanavens), hpidicas (emeo vanaveis) e
hormonats (duas vanaveis). Os resultados obtidos para cada vanavel foram apresentados e comparados por sexo usando
estatistica descritiva considerando o3 valores mimimos, maximos, média e desvio padrdo. Para 5. libidinesus fou observada
diferencas sigmificativas em apenas trés vanaveis (Peso corporal, creatimina e hormamo T3), houve diferenca sexual sig-
nificativa em apenas um gropo de vartavers (horménios), enguanto que para 4. caraya fol observada diferenca significa-
tIva em orto varaveis (peso corporal, VLDL, trighcendes, proteinas totals, EDW, plaquetas, DHL e fosfatase alcalma),
apenas o grupo de vanaveis relacionade a2 boquimica geral apresenton diferenga sexual smipmficativa. A mportancia
dests trabalho cientifico deve-s& a0 seu carater medito relacionade a avaliagdo e varlagio sexual do perfil broquinnco de
Sapqius ibidinosus e Alovatta caraya de wvida livre.

Palavras-chave: dlouatia caraya. Dosagens bioguimicas. Sapaqjus libidinosus.

Abstract: This study aimed to establish reference values for desing sanguine paramesters of free-ranging capuchin (Sa-
pajus libidinosus) and howler (Alouatia caraya) monkeys from southern Tocantms state, Brazl Were collected 15 blood
samples from capuchin and 47 howler monkeys, all captured mammally durmg a fauma rescoe from a hydroelactiic plant
m southemn Tocantins state, on the Tocantms river lugh. Were evaluated distributed variables m the groups: biochermical
tests (ten vamables), kipid (fve vanables) and hommenal (fwo vanables). The results achieved for each vanable were
presented and compared by gender through descriptive statistics, considermg minmmum, maxinmmum, mezn and standard
deviation. Was observed siznificant differences for 5. [ibidinosus in only three vanables (body weight, creatimine and
T3}, there was sigmficant difference m the gender cnly one group vanables (hormones), while it was observed sigmificant
difference in eight vanables 4. cargya (body weight, VLDL, tnghycendes, total protem, EIVW, platelats, DEHL and alka-
Ime phosphatase), only the variable group of general hochemistry showed sigmficant difference gender. The mportance
of this screntihie work 15 due to 1ts unprecedented nature relative to assessment and gender vanaton of the biochemical
profile of ree-ranping  Sapgyus libidinesus and Alsuarta caraya monkeys.

Keywords: dlowatta coraya. Biochemmcal dosages. Sapagyus Iibidinosus.
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Physicochemical/photophysical characterization and angiogenic
properties of Curcuma longa essential oil
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ABSTRACT

This smady analyzed the physicochenical and photophysical properties of essential ol of Curcema longa
in the oil, although the amount is relatively small The experimental choricallantoic membrane model was
nsed to evalnate anglogenic activity, showing 3 significant increase m the vascular network of Curcuma
longa and positive conirel groups when compared to the newiral and mbibitor contraols (P <0005, ot no
significant difference was found between Curcumea longa essential oil and the positive control (B =0.05).
conirol group and Curcuma longa when compared to other controls (P <20.05), characternistc factors of the
angiogenssis process. In conchision, Curcuma longa oil showed considerable proangiogeme acivity and
could be a potential compound in medical applications.

Eey words: angiogenic activity, corcumin, essenfial oil, physicochermical.

INTRODUCTION

In recent years the search for materials that stimulate
the angiogenasis process has received considerabla
attention. In particular, biomatenals produced from
natural rubber latex have shown biocompatibility
as well as stimulating angiogenesis, cell adhesion
and extracellular matnx formation (Floriano et al.

Comespondence to: Lilhian Alves de Aranjo

2013, Mme et al. 2004). Anziogenesis 1s a complex
biological process that favers the formation of
new blood vessels from preexisting vascular
tissue by proliferation, migration, regulation and
differentiation of vascular cells (Folkman 2003).
From the point of view of medical applications,
materials that mduce anglogenssis are iImportant
for tissue engineermg, to enhance eall prohifaration
or promote wound healing (Schulz of al. 2003,
Shen and Falanga 2003).

An dcad Bras Cianc (2016)
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Anilise hematolégica de macacos-prego (Sapajus libidinesus Spix, 1923)

e bugios (dlonatta caraya Humboldt, 1812) de vida livre
no sul do estado de Tocantins, Brasil

Cynthia Ledo Baldini Ribeiro', Paulo Roberto de Melo-Reis', Susy Ricardo Lemes?®,
Lilhian Alves de Aratjo'™" e Nelson Jorge da Silva-Tanior'”

Becebide: 23 de derembro de 2014 Becebido apos revisdo: © de margo de 2015 Aceito: 18 de maio de 2015
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RESUMO: {Analizs hematologica de macacos-prege (Sapgus ibidmosus Spix, 1923) e bugios (disuata corgva Humbaolde,
1812) de wida livre po sul do estade de Tocantins, Brasil). Com o objetive de estabelecer os valoses bematologicos & comparar
possiveis diferengas relacionadas ao sexo de macacos-prego [Sapaius ibidinomus) e bugios (dlouana cargya) adalitos, sadios e
devida livre, foram colhidas amosiras de sanzue de 15 macacos-prego {5 machos & 10 fémeas) @ 47 bugios pretos (28 maches
19 fémeas), todos capharados durante o resgate da fiuna de uma usina hidrelétrica no sul de Tocantins, Brasil Foram avaliadas
nove variaveis de perfil hematologice 2 os resultados entre os grapes e sexo comparades pelos testes ANOVA e MANOVA,
consierando valores significatives para p = 0.035. Nao foram encontradas difersncas sipnificativas nos valores hematologicos
para ambas o5 sexos de 5 Jibidinonus, enretanto, para a especie 4 cargya os resultados de BDW (1437, £13,53%) e plaque-
tas (2 186; 2153% 107/ mm) foram significativaments majores em machos. Alem disso, as medias das variaves hematologicas
analizadas de ambas as espécies, se apresentaram sm geral, semathantes as relatadas em animais da cativeino.
Palavras-chave: Hematologia, Primatas Neooopicais, Vida livee

ABSTRACT: (Hematolopical apalysis of free-ranging capochin (Sapgius idmosus Spix, 1923) and howler (4louatta caraya
Humbaldt, 1811 monkeys from sowthern Tocantin state, Brazl). In order to determme the hematalogical vales and compare
possible sex-related differences m healthy, adult free-rangine black-siriped capuchin (Sapgius Shidinerur) and bowler (djouans
cargya) mookeys, blood samples were collected from 15 capuchins (5 males and 10 females) and 47 black howler monkeys
(28 males and 19 females). All monkeys were capiured during a fauna rescue from a hydreelecomic plant i southern Tocantins
state, Brazil. Nme hematnlogical profile variables were assessad. and the results were compared betwesn zroups and sexes nsing
ANOWVA and MANOVA, with a sipnificance level of p < 0.05. Mo sipnificant difference was found in the hematalogical vahes
of neither sex of 5. [ibidimesys. However, m 4. caraya, the BEDW (214.37%; £13.53%) and sumber of platelsts (186« 103/
mm3; 7153= 103/mm3) wene significantly higher in males. Furthermors, the mean values of the hematological variables in

f
|‘i'pu'l|

both species wers overall similar to those reported o captve animals.

Eeywords: fiee-ranping. hematolosy, neomopical primates.

INTRODUCAO

A espécie de prmatas Sapajus libidinosus, pertence a
familia Cebidae, conhecida popularmente por “macacos-
-prego”, fol recentemente incluida no género Sapajus por
Lynch ef al. (2012). e pode ser encontrada ao longo das
Ameéricas Central e Sul. No Brasil sua distribuigio se
estende principalmente no Cemrado e Caatinga (Sussman
2000, Silva- Fimior 2008).

Ja a espécie dlouaita caraya, também conhecida po-
pularmente por “bugie”, pertence a familia Atelidae e
pode ser encontrada nas florestas tropicais do sudoeste &
centro do Brasil nordeste da Argentina, leste da Bolivia e
do Paragual e no exiremo noroeste do Umiguai (Auricchio
1995, Bicca-Marques 1991, Treves 2001, Murphey 1976,
Gregorin 2006).

Os valores hematoldgicos sio uma importante fer-
ramenta laboratorial que auxilia a medicina veterinara
estabelecer diagndsticos, acompanhar a evolugio de
doencas e também terapias medicamentosas. No entanto,
esses valores para animais de vida livre raramente sio
estudados, pois sdo de dificil captura e manejo, & neces-
sana autenzagio de orgles competentes, treinamento
técnico especifico, e ainda, as condigdes de campo nem
sempre sd0 favordveis (Barguer 2003).

Estio descritos nos exames hematologicos a quan-
tidade e a qualidade de elementos celulares presente
no sangue, caracteristicas que podem soffer alteragdes
por varios fatores como: condigfes ambientais e escore
corporal dos individuos, manejo, uso de anestésico, raca,
sexo, idade e condigBes estresse. A influéncia desses fa-
tores sdo mmportantes e devem ser considerados durante

1. Mestrado em Ciénciss Ambientais & Sande. Pro-Feitoria de Pos-Graduacio e Pesquisa, Pontificia Universidade Catolica de Goids
(PUC-GO). Area V, Campus I Faa 232, no. 128, 3° andar, CED 74605-140, Goifniz, GO, Brasil. )
2. Mestrado em Genética. Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC-GO). Av. Universitaria, 1440, Area IV, Bloco I, Campus I,

Setor Universitirio, CEP T4605-010, Goidnia, GO, Brasil.

3. Doutorado Bioternologia e Biodiversidade Universidade Federal de Goias (UFG). Campus Samambaia, ICE IV, Avenida Espe-

ranga, Sefor Itatiaia, CEP 74001-270, Goiania, GO, Brasil.
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Abstract

To assess the pro-angiogenic activity of Euphorbia firucalli, commonly known as “avelos™ plant, we performed a
series of tests by applying an aqueous E. firucalli latex solufion (10 mg/mL) to the chornoallantoic membranes (CAMSs)
of 80 fertilized chicken eggs incubated in a femperature- and humidity-controlled automatic incubator. The results
indicated that the aqueous latex solution increased vascular network formation compared to that with the negative
control (p < 0.05) and the inhibitor control (p < 0.05). This suggests that under the experimental conditions tested, the
aqueous latex solufion induced an inflammatory response leading to neoangiogenesis.

Keywords: angiogenesis, chonoallantoic membrane. Euphorbia tirucalli.

Atividade angiogénica do latex da Euphorbia tirucalli
Linnaeus 1753 (Plantae, Euphorbiaceae)

Resumo

Com o objetivo de analisar a atividade angiogénica apresentada pela Euphorbia firucalli, popularmente conhecida
comumente como “avelos”, foram realizados ensaios utilizando solugio aquosa de latex na concentragio de 10 mg/ml,
aplicada em membrana corioalantdide (MCA) de 80 ovos férteis de galinha. incubado em estufa automatica com
temperatura e nmidade controladas. Os resultados apontaram que a acdo da solugio aquosa provocou aumento da
percentagem da rede vascular formada em relagdo aos controles negativo (p=0,05) e mmbidor (p=0,05), indicando
que nas condicdes deste experimento, foi responsavel pela ativacdo da resposta inflamatoria e crescimento de novos
VAS0S sanguineos.

Palavras-chave: angiogénese, membrana coricalantéide, Euphorbia rirucalli.

1. Introduction

Angiogenesis is defined as the formation of new blood
vessels from pre-existing capillary vessels, mvolving a
series of coordinated events: proliferation of endothelial
cells, migration of cells to distal points, cell realignment.
vessel formation, and production of a new basement
membrane (Folkman, 1976; Folkman and Ingber, 1992).
It occurs in physiologic processes such as menstruation
ovulation, and wound healing. In the heart in particular,
angiogenesis promotes vascular ramification of coronary
vessels, increase in blood flow, and cardiac contractility.
Angiogenesis also occurs in pathological processes such as

Braz. J. Biol.

chronic arthropathy, psoriasis, diabetic retinopathy, mmoral
growth, and metastasis dissemination (Gonzalez et al., 2000;
Safatle et al . 2002; Folkman 1976, 2004).

To date, diverse studies have been conducted with the
aim of finding substances that can induce angiogenesis,
since the possibilities of clinical application of these
substances in myocardial vascularity and the central
nervous system are extensive, after injury or ischemna,
partial replacement of large arteries, and even in wound
healing (Krmpinski et al., 2003; Slevin et al., 2003).
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Angiogenic activity of sucupira (Pterodon emarginatus) oil

Atividade angiogénica do éleo de sucupira (Pterodon emarginatus)
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ABSTRACT

u;d:.m the smei . — ira (P " , oil, lart PPp— . Izesic, antimicrobial
anfi-inflammatory agent.

Methods: The chick (Gallus domezticns) embryo chorioallantoic membrane (CAM) assay was used 25 an experimental model, incubared in a
temperaure- and honudity- controlled sutomanc mcubator during the first five days. A circular hole was made at the wider base of the eggshell
on the fifth day. After 13 days of incubation, filter paper discs containing sucupira oil and confrol substances were inserted into the CAM.
Subsequently, the CANs were removed and submitted to analysis and quantification of the vascular network. The nonparametric Emskal-
Wallis test, followed by Dinn s test, was used for the statistical analysis, and differences betwesn the samples were set at a 5% level (p<0.035).
Results: Sucnpira oil at a concentration of 1gml induced a significant mcrease in the percentzge area of the CAM vasoular network of
the embryonated chicken eggs, when compared with the nenrral control (water) and imbibitcry control (dexamethasone) groups (p=0.001).
However, no significant difference in the mducton of the CAM vasoular network (p=0005) was demonsmated batween the odl and the positve
conirol (Biooure) groups.
Conchazsions: The snoupira (Prerodon emarginanus) bean oll mduced the formation of new blood vessels under the experimental condinions
of the present study.
EEY WORDS: angiogsnasis, membrane, chorsoallazsoic; Franodon emmarginaius

RESUMO

Objetives: Avsliar a stividade sugiogénica do oleo de swoupita (Prerodon emarginafus), popularments wilizado como anfirrammatico,
anslgesico, anfimicrobizne e anti-inflamasario.

Metodos: Foi aplicade como modelo experimental o ensaio ns membrana coricalantoidea (MCA) de ovo embrionade de galinhs (Galiis
domesticus). Os owos foram incnbados em esmfs anomatica com temperanra & wmidade controladas duramts os primeiros cinco dias. Ko
quinte dia foi realizads 1ma abertura circnlar na base maior da casca do ovo. Mo 132 dia de incubagio, discos de papel de filro contendo oleo
de sncupira e as substincias controle foram inseridos sobre vasos da MCA. Posteriorments, a5 MCAs foram removidas e passaram por anilise
e quantificacio da rede vasculsr Para analise estatistica foi utilizedo o teste no paramérico de Kruskal-Wallis, seguide de Dunn, sendo os
valores aceitiveis para diferencas significativas entre as amostras de p=(0.05.

Resultados: O oleo da fawa de sncupira na concentragio de 1g/ml mduzin vm sumente sigrificativo na frea de porcentagem da rede vascular
na MCA do ove embricrado de galinks, quando comparados aos grupos controles nentro (3gea) @ inibidor (dessametasons) (p=0.001). Porem,
nio fiol demonsirada diferencs significativa entre o oleo & o controle positivo (Biocure) na indugio da rede vascular na MCA (p=0.05)
Conclasdes: O oleo da fawa de sucupira {Prerodon emarginaius), nas condigoes deste experimento, foi responsavel pela formsacio de novos
VAS0S SANFUINEss.

DESCRITOERES: angiogéoass; mambrana conozleztvide; Prerodon emarginano
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ABSTRACT. The present study aimed to assess the cytotoxic, genotoxic,
and anfigenotoxic activities of sucupira oil (Prerodon emarginatus).
which 15 commeonky used as an anti-rheumatic, analgesic, antimmerobial,
anticercanae, and anti-inflammatory. We used the mouse bone marrow
micromuclens test as an experimental model. The mpenmental ETOUpS,

which consisted of 5 animals, was adnunistered sucupira oil ElEﬂ}mg'kg
body weight) intraperitoneally and evaluated 24 h after the treatment
The negative control group was treated with stenile distlled water, and
the positive control group received an iutraperituneal dose of 4 mg'kg
mutonycin C, a dose that comesponds to 80% of its median lethal dose.
Cytotoxicity was determined by the polychromatic to normochromatic
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Avaliacdo de morbidade na area de influéncia da usina
hidrelétrica Cana Brava - GO
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(Recebido em 19 de dezembro de 2014, aceiro em 09 de margo de 2013}

Este estudo teve come objetrvo fazer uma avahiacdo da possivel mterferéncia do processo de mplantagdo
da Usma Hidrelétriea (UHE) Cana Brava nos casos de morbidade nos mumicipios de Cavaleante, Colinas
do Sul e Mmaeu, que compde sua area de mmfluéneia direta. Foram considerados dados relatmves as
condigdes de morbidade e o perfil de uso do solo dos trés mumeipios. As informagdes analisadas foram
extraidas das fontes oficiais existentes, Sistema de Informagio de Apravos de Nofificagio (SIMAN),
Institute Macional de Pesguisas Espaciais (INPE), Instrtute Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
Projeto de Conservagio e Utilizacdo Sustentavel da Diversidade (FROBIO) e pela empresa Naturae. As
analizes dos dados foram feitas pelo teste estatistico Analize de Covandnecia (ANCOVA). O mumcipio de
Cavalcante apresentou taxas crescentes de morbidade no periodo de 1995 3 2006, com queda em 2007. O
municipie de Colmas do Sul apresentou dados de morbidade compativels com a dimarmicdo da populagio
no periodo de 1995 3 1997, Minagu apresentou, no periodo de 1995 a 1998, taxas de morbidade infenores
ao cresciments populacionzl, elevando-se nos anes segwintes. Além destes dades, fou detectada a
ocorréncia de 982 casos de dengue em Minagu, dois casos de Dengue em Cavaleante e oito casos em
Colinas do Sul. O perfil do uso do solo mostra 2 intensificagdo das atvidades agropecudnas ao longo dos
anos nos trés mumciplos estudados. Considerando oz fatores discutidos, sugere-se que 2 implantagio da
UHE Cana Brava tenha influenciado na ocomréncia de mortdades mos mumicipios de sua area de
mfluéneia diveta.

Palavras-Chave: Hidreletmica, Morbidade, Cana Brava.

Evaluation of morbidity in the area of influence of the Cana Brava hydroelectric Power Plant - GO

This study aimed to evaluate the possible inferference of the construction process of the Cana Brava
byvdroelectric power plant (HPP) m cases of morbadity in the municipalities of Cavaleante, Colmas do Sul
and Minagu, which comprises its direct influence area. We considered the data related to the morbidity
conditions and the land use profils of the three mumecipalittes. The analvzed information were sxtracted
from the exishing official sources, System of Information of MNotifiable Diseases (SINAN), National
Institute for Space Rezearch (INPE), the Brazmhan Insttute of Geography and Statizhes (IBGE). Project
of Conservation and Sustainable Usze of Biodiveraty (PROBIO), and the consultng company Naturze.
The data analvsis was camied out by the statistical test of Covanance (ANCOVA). The mumerpality of
Cavalcante presented increasing morbidity rates from 1995 to 2006, wath a drop mm 2007, The
municipality of Colinas do Sul presented morbidity rated compatible with the decrease of the population
between 1995 and 1997. Mmacu presented, from 1995 to 1998, morbudity rates below the population
growth, mereasing in the following years. Beside these data, the ocowmrenceof 982 cases of dengue n
Minagu, two cases of Dengue in Cavalcante and eight cases m Colinas do Sul was detected. The land use
profile shows the intensification of agncultural activities over the vears in the three mumicipahfies
studied. Considering the factors discussed, it 15 suggested that the implementation of the Cana Brava
byvdroelectrie plant pught have mfluenced the occwrence of morbidities in mumiecipalities m its area of
direct influence.

Feywords: Hydroselectric, Mechidity, Cana Brava.
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EFFECTS OF TOPICAL TREATMENT WITH EUPHORBIA
TIRUCALLI LATEX ON THE SURVIVAL AND INTESTINAL
ADHESIONS IN RATS WITH EXPERIMENTAL PERITONITIS

Effeitos do rotaments tpico com o idtex da Fuphorbia trucalll na sobrevida e mas aderéncias intestingis de natos oom peritonite experimenial
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DESCRITORES:  Peritonite.  Euphorbia
tirucalli. Sobrevida

ABSTRACT — Background: The use of plants of the family Euphorbiaceae, particularly Euphorbia
tirwealli (avelds) has been popularly widespread for treating a variety of diseases of infectious,
tumoral, and inflammatory. Aim: To demonstrated antimicrobizal and immunomodulatory
effects of these extracts, evaluating the effect of a topical treatment with an agueous solution
of avelas latex on the survival and on intestinal dhesions in rats with experimental peritonitis.
Methods: Peritonitis was induced in 24 Wistar rats, that were randomized into four groups of
siy as follows: (1) Controd group (n=6), no treatment; (2} Antibiotic group (n=6), treatment with
a single imtramuscular dose of antibiotic Unasyn; (3} Saline group (n=6), the abdominal cavity
was washed with 0.9% saline; and (4} E.tirucalli group (n=~61, the abdominal cavity was washed
with E tirucalli at a concentration of 12 mg/ml. The animals that died were necropsied, and the
time of death was recorded. The survivors were killed on postoperative day 11, and necropsy
was subsequently performed for evaluation of the intestinal adhesions Results: Significant
differences were cbserved in the control and antibictic groups (p<0.01) with respect to the
survival hours when compared with the saline and E tirvealli groups. There was no significant
difference (p=0.05) in the survival of animals in the saline and E tirecalll growps: however,
one animal died in the saline growp. Necropsy of the animals in the saline and E tirucaili
groups showed strong adhesions resistant to manipulation, between the intestinal loops and
abdominal wall. The remaining groups did not show any adhesions. Conclusions: Topical
treatment with E tirucalli latex stimulated an increased formation of intestinal adhesions and
prevented the death of all animals with peritonitis.

RESUMO - Racional O uso de plantas da familia Euphorbiaceas, principalments a Fuphorbio
tirucalli (avelds), tem side popularments difundido para o trataments de uma variedade
de doencas de natwreza infecciosa, wmoral & inflamataria. Objetive: Avaliar o efeito do
tratamento topico com a sclugdo aquosa do latex do avelds na sobrevida & nas aderéncias
intestinas de ratos com peritonits experimental. Métodos: Foi induzido peritonite em 24 ratos
Wistar & randomizados em guatro grupos de seis, assim distribuidos: 1) Controle - {n=6),
nenhum tratamento; 2) Antibiotico - (n=6), tratamento com dose dnica intramuscular de
antibictico Unasyn (Pfizer - 530 Paule); 3) Salina - (n=6), lavagem da cavidade abdominal
com solucio fisiclogica 0.9%; 4) ETirucalli - (n=6), lavagem da cavidade abdominal com
E tirucalli na concentraca@o de 12 mg/ml Os animais que morreram foram submetidos 3
necropsia e o horario do obito anotado. Os sobreviventes foram submetides 3 eutanasia
ne 11°dia de pos-operatorio e, posteriorments, realizou-se 3 necropsia para avaliagdo da
formagdo de aderéncias. Resultados: O grupos controle e antibictico obtiveram diferenca
significativa {p<0,01) com relagdo a5 horas de vida entre o5 grupes salina e E tirucalli. Nao
houve diferenca significativa (p>0.05) na sobrevida dos animais dos grupos salina e E firucaill
no entants, houve um ébito no grupe salina. A necropsia dos animais dos grupos salina e £
tirwealli mostrow aderéncias firmes e resistentes 3 manipulacio entre algas intestinais & parede
abdominal. Os demais grupos ndo tiveram formagio de aderéndias. Conclusdo: O tratamento
topice com o latex da E tirucalli estimulou maicr formagdo de aderéncias intestinais & evitou
o obito de todes animais com peritonite até o periodo avaliada.

INTRODUCTION

the sercws membrane lining the abdominal cavity and viscera. The

immediate answers to peritonitis are hyperthermia, bowel distension,
hyperemia, accumulation of gases and liquids, hypovolemia and pain. At the same
time, there are cardiac, respiratory, renal and metabolic responses. It is also high
contribution of fibroblasts that produce fibrin, responsible for the formation of
intra-abdominal adhesions’ %%,

Although often the treatment of peritonitis include mechanical remaval of
contaminants through peritoneal washings with saline, antibiotics and abdominal
integrity restoration associated with modern intensive and surgical care units,
currently peritonitis still accounts for approximately 50% of deaths conseguent

Peritunitis is a serious disease, due to the inflammatory response in

ABCD Arq Bras Cir Dig 2015:28(4):243-246 243
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EFICIENCIA DO METODO

DE ESPECTROMETRIA

DE MASSAS EM DROGAS

DE ABUSO*

MURILO DE MESQUITA CUNHA, CAROLINE REGO
RODRIGUES, VINICIUS SOUSA FERREIRA, ANDRYNE
REGO RODRIGUES, SUSY RICARDO LEMES, DWIGHT
ASSIS CHAVES, MAURO MEIRA DE MESQUITA, LILHIAN
ALVES DE ARAUJO, NELSON JORGE DA SILVA JUNIOR,
PAULO ROBERTO DE MELO-REIS

Resumo: com oljefivo demonsirar o papel da Especirometria de Massas como
Jfarramenta 4 identificagdo de varias drogas e destacar seus principais gfgitas no
organismo fnenano, realizamos uma revisdo, por meio de bases de dados online,
periddicos ciantificos e Ihvos, analisando publicagdes dos ultimos 10 anos. Foi
alvo deste estudo drogas como cocama, ecstasy, L5D, maconha e crack. A Espec-
rromatria de Massas é uma técnica fimdamental para os testes prelimimares de iria-
Eem de drogas e essencial para a caracterizagdo destas moléoulas.

Palavras-chave: Espectromefria de massa. Drogas de abuso. Quimica
Forense.

quimica forense é o ramo das ciéncias forenses voltado para a
produgio de provas materiais a fim de convencer o juiz do processo,

traves da analise de substincias de diversas areas fais como drogas

licitas e ilicitas, venenos, residuos de incéndio, poluentes, explosivos, residu-
0s de disparo de armas de fogo, combustiveis, etc. Embora a quimica forense
seja um tema muito importante & que desperte cada vez mais inferesse perante
a sociedade cientifica, a sua aplicacdo para a resolugio de conflitos judiciais
ainda constitui uma nova linha de pesquisa no Brasil (ROMAO et al,, 2011).
Em quimica forense, analises de drogas de abuso ganham cada vez mais
espaco no meio cientifico e pericial. Grande parie das drogas de abuso causam
efeitos no sistema nervoso central (SNC), alteram o estado de consciéncia e
acarretam modificagdes emocionais, perfurbagdes de humor, pensamento e
comportamento, que resultam em um possivel aumento da criminalidade na
sociedade. Em vista disso, tém-se a necessidade de estudar técnicas analiticas,
que identifiquem e detectem drogas de abuso e que, de maneira confiavel,
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ESTUDO DE CASO:

AVALIAGAO DA ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA

DO OLEO ESSENCIAL

DO ACAFRAO
(CURCUMA LONGA)*

RAFAEL GONCALVES MACHADO DE ARAUJO, DWIGHT
ASSIS, SUSY RICARDO LEMES, PAULO ROBERTO DE
MELO-REIS, LILHIAN ALVES DE ARAUJO, EDUARDO
SILVA DE PAIVA, CLAUDIO BRAZ DA SILVA

Resumo: com o objetive de avaliar a atividade antimicrobiana do oleo
essencial da Curcuma longa (agafido) extraido a partir de 150 g do po dos
rizomas foi utilizado o métode de hidrodestilagdo por arraste a vapor com
duragdo de 120 minutos. Avaliamos a atividade antimicrobiana para bacté-
rias gram negativa Escherichia coli e gram positiva Staphylococcus simu-
lans. Verificamos que ndo howve formagdo do halo de inibigdo em nenhuma
das culturas testadas.

Palavras-chave: Fitoterapia. Curcuma longa. Atividade antimicrobiana.

Asia E pertencente i familia botinica Zingiberaceae. Os rizomas do

cafrdo sdo mmifo utilizados na culinaria como tempero industrial-

mente como corante natural alimenticio e téxtil (LORENZI: MATOS, 2002;
CECILIO-FILHO et al., 2000).

MNamedicina, o acafrio € utilizado por suas caracteristicas anti-hepatotoxica,
anti-inflamatoria e anti-hiperlipémica (LORENZI; MATOS, 2002). Estudos
realizados por Euttan ef al., (1985) evidenciaram que o extrato etandlico de
Crurcuma longa e a curcuining, 1 pigmento presente nos rizomas, sao altamente
citotoxicos a células de mamiferos. Além disso, foi observado um potencial
anticancer pelo fato das substincias terem reduzido tumores em ratos. Outras
propriedades do agafrdo estio relacionadas ao forte potencial antioxidante, em
funcio da curcumina (CECILIO-FILHO er al., 2000).

! Curcuma longa, também conhecida como acaffio, € originana da

425

XVl



Noedebras

Revista SODEBRAS — Volume 9
N® 104 — AGOSTO/ 2014

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO DA FAVA DE
PTERODON EMARGINATUS (SUCUPIRA)

LAZIENY AVELINA DE ASSUNCAO'; DWIGHT ASSIS CHAVES: SUSY RICARDO LEMES"; LILHIAN
ALVES DE ARAUJO"; PAULO ROBERTO DE MELO-REIS'; MAURO MEIRA DE MESQUITA'
1 —MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS E SAUDE (MCAS), LABORATORIO DE ESTUDOS

EXPERIMENTAIS E BIOTECNOLOGICOS, AREA V. PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
*lilhianalves @ gmail com

Resumo - A espécie vegetal Prerodon emarginams, Fabaceas,
comhecida pepularmente come sucupire ¢ amplamente uiilizada
na medicing fradicional. Diverses estudos com o olee, exiratos
das sememtes ¢ de frutes apresemiaram afvidades analgesica,
antimicrobiana & anf-inflamatoria. Considerando o imporiincia
da P. emarginams como fiteteripice, o presemte esmde analison
a arfvidade entibacieriana do dlee essencial de suas semenies. O
olee foi adguiride comercialmente e restade em cepas de
bactérias Gram positivas, Sraphylecoccns simulans, ¢ Gram
megativas, Escherichia coli, na concenmragio de Img’ uL. Os
resultados indicaram gue nde houve formagie de halo de
inibipde mes discos eontemdo dleo da suenpira, tamte na placa
contendo bacterfas Gram Regafivas gramnfe mg gre condnha
Gram poesitivas, na comcemfragde restade  Ressalta-se gre,
fatores como a compesigde ¢ a interagdo dos constituintes
grimices do éleo essencial da sncupira possam influenciar no
gfeite antimicrobiane.

Palavras-chave: Fiteterdpice. Prerodon Emarginatus. Arividade
Antimicrobiana.

L NTRODUCAQ

A famiha Leguminosae, também denominada
Fzbaceae, apresenta cerca de 650 géneros e 1800) especies
(JUDD e al, 1999, SOUZA & LORENZII, 2003).
Aproximadamente 200 géneros e 1500 espeécies estio
presentes no Brasil e o bioma Cenrado possui a familia mais
representativa em riqueza de espécies, sendo 777 categonas,
distribuidas em 101 géneros (MENDONCA er al., 1998).

Um dos géneros mais diversificados e estudados nesta
famiha & o Preredon, o qual é formado por cinco espécies
endémicas do Brasil: Prerodon abrupruz Benth, P
appariciori  Pederseh, P emarginatus Vogel P
pelvgalagflorus Benth. e P. pubenscens Benth (ALMEIDA
st al, 1998).

0 zénerc Prerodon é largamente usado na medicina
alternativa em fungio de suas apdes antwreumaticas
(COELHO er al, 2004), analgézicas (COELHO er al.
2005), antmicrobiana (SANTOS er al, 2010}, anficercaria
(MAHATAN & MONTEIROQ, 1973) 2 anf-inflamatona
(MORS et al, 1967). Estas atrvidades sdo atribuidas,
pnocipalmente, a presenca de compostos alcaloides,
soflavonas e terpenos (MARQUES er al, 1998; ARRIAGA
et al, 2000).

Volume 9 —n. 104 — Aposto/2014

Um dos géneros mais diversificades e estudados nesta
familia & o Preroden, o qual é formado por cmmco espécies
endémicas do Brazil: Prerodon abruptuz Benth., P
appariciori  Pedersoli, P. emarginams Vogel, P
polvgalagflorus Benth. e P. pubenzcens Benth (ALMEIDA
eral, 1998).

A espécie Prerodon emarginaius Vogel conheada
popularmente como "sucupira”, "sucupira-branca” ou
"faveira®™ tem sido amplamente wufilizadas para fins
medicinais. No uso popular, os extratos aleodlicos feitos
obtidos através das sementes desta espécie possuem efertos
anfi-reumdtico, anti-inflamaténe e depurative. Qs frutos
sio usados no fratamento de dores musculares, artrite e
artrose, possundo também agdo analgésica (MOES er al.,
1967). As taberas radiculares sdo aplicadas no tratamento
de diabetes & a casca no combate ao reumatismo
(LORENZI & MATOS, 2002).

Outros estudos evidenciam gue o exfrato heximeco
obtido dos frutos de P. emarginams possu atividade anti-
inflamatéria e analgésica devido a presenga de compostos
terpémicos (CARVALHO, 1998; GALCERAN, 2011). Alsm
disso, este extrato apresenta agio protetora diante de stress
oxidatve e mtrosatrvo gerade por exerciclos agudes em
camundongos (PAULA er al, 2005). Oufras pesqusas
indicam que a presenga de fragdes hexanica e butanchea do
olec essencial das sementes e das folhas da sucupirz
apresentam  atividade anfibacteriana e leishmamicida
(DUTEA er al., 2009; SANTOS eral,, 2010).

Devido a uthzagio do dleo essencizl da sucupira pela
populagic e a presenga de atvidades farmacologicas e
biologicas descritas na literatura, este estudo objetivo-se em
analisar a atividade antimicrobiana do dleo essencial das
sementes de P. emarginanis.

Estudos tém demonstrado que o extrato etanolico bruto
do po da casca do caule posswi também efeito bactencida e
fungicida, alem de  atnidade  anti-mflamatoria e
antinociceptiva (BUSTAMANTE er al., 2010; MORAES &
al, 2012).
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POTENCIAL DE CICATRIZACAO
DO LATEX DE SYNADENIUM
UMBELLATUM EM FERIDAS
DORSAIS DE RATOS*

PAULO ROBERTO DE MELO-REIS, LILHIAN ALVES
DE ARAUJO, SUSY RICARDO LEMES, FATIMA MRUE,
GABRIELA BEZERRA DE FREITAS, CLAUDIO BRAZ DA

SILVA, NELSON JORGE DA SILVA JR., LEE CHEN CHEN

Resumo: para avaliar o potencial de cicatrizagdo do ldtex da Synade-
rium umbellatum em lesdes dorsais limpas, realizamos a excisdo de pele e
fecido subcutdneo em 15 ratos Wistar, divididos em 3 grupos. I - Controle
positive, Biomembrana Biocure®; IT - Solucdo aquosa de 5. umbellatum e
IIT - Controle negativo (dgua destilada). Avaliamos a cicatrizaciio em 7, 14 e
21 dias. Comparamos as médias das dreas lesadas ufilizando ANOVA e Teste
de Tukey. As diferengas observadas no 14° e 21° foram significativas enire os
Grupos I e Il e entre o5 Grupos I e III, indicando a eficiéncia da solugdo no
DProcesso de cicatrizagdo.

Palavras-chave: Cicarrizagdo. Fitoterdpicos. Symademiun umbellatum.

cicatnzacio de feridas € um complexo e organizado processo que se

desenvolve através de uma sequéncia de eventos celulares e molecu-

. Cada fase da cicatrizacdo envolve substincias biologicamente

ativas, substincias celulares e intercelulares como as citocinas e fatores de

crescimento, as quais tém atividades sinalizadoras, supressoras e estimmulado-
ras no processo (ARNOLD; WEST, 1991).

Alesio dosubendotélio vascular expie o colageno que libera afivado-
res de plagquetas (Fator Von Willebrand). resultando na agregacio e formagdo
do tampdo plaquetario. Em contato com o colageno a trombina e fibronectina
promovem a degranulacio das plagquetas. liberando o fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), fator de transformacdo de crescimento alfa
e beta (TGFa, TGFp), fator de crescimento epidérmico (EGF). fatores de
crescimento dos fibroblastos (FGEs). Além disso, as plaquetas ativam a via
mtrinseca das proteinas responsavels pela formacdo do codagulo (HESS, 2002;
AFNOLD, WEST, 1991).
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