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RESUMO:

Vaérios trabalhos tém sugerido que o latex natural, extraido da seringueira Hevea
brasiliensis possui atividade angiogénica e aceleradora do processo cicatricial. Desta
forma, o estudo de uma proteina capaz de interagir com estes processos, presente
no latex, € de grande importancia para o desenvolvimento de novas formulagdes
farmacéuticas aplicadas, principalmente, na cicatrizacdo de feridas crbénicas. Este
trabalho, utilizando-se de metodologias tradicionais de purificagdo de proteinas por
cromatografia e eletroforese em conjunto com a caracterizagao de atividades ligadas
ao processo de cicatrizagdo (ensaios in vivo e in vitro) permitiu o isolamento de uma
proteina angiogénica, com alto grau de homogeneidade. A primeira etapa de
purificacdo selecionou uma fragédo, aqui denominada FrHB,1 indutora do aumento da
permeabilidade vascular, angiogénica, aceleradora do processo cicatricial,
proliferadora celular da linhagem Hek293T e reativa com o anticorpo policlonal anti-
FGFb. O estudo desta fracdo por eletroforese bidimensional e espectrometria de
massa mostrou 11 spots que, apesar de limitado pelo baixo numero de proteinas de
origem vegetal depositados nos atuais bancos de dados publicos, permitiu a
identificacdo de uma chaperonina de 60 KDa que, de acordo com a literatura, pode
intervir junto ao processo inflamatorio. A sequéncia de purificagdo contou com a
eficiéncia cromatografica conseguida pela metodologia HPLC, o que permitiu a
separagcao de uma proteina de ~20 KDa, constituida de 2 cadeias polipetidicas
unidas por pontes dissulfeto, Pl ~5,3 que apresenta grande atividade angiogénica na
MCA. Em conjunto, estes resultados apoiam a participagcdo desta proteina na
aceleragcao do processo cicatricial observado em estudos clinicos realizados com

biomembrana de latex natural.
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ABSTRACT:

Several studies have suggested that the natural latex, extracted from rubber tree
Hevea brasiliensis, has angiogenic activity and inferferes in the wound healing
process. Therefore, the study of a protein present in the latex and capable to interact
with these processes, is of great importance for the development of new
pharmaceutical formulations, applied mainly to the healing of chronic wounds. By
using traditional methodologies of protein purification by chromatography and
electrophoresis, as well as the characterization of activities related to the wound
healing process (in vivo and in vitro essays), the present work allowed the isolation of
an angiogenic protein, with a high degree of homogeneity. In the first stage of
purification, we selected a fraction, here named FrHB1. This fraction promotes the
increase of the vascular permeability, is angiogenic, improves the wound healing,
induces cellular proliferation of the Hek293T cells and finally, reacts with the
polyclonal anti-FGFb antibody. The study of the FrHB1 by bidimensional
electrophoresis and mass spectrometry showed 11 spots, allowing the identification
of a 60 KDa chaperonin, in spite of the low number of proteins of vegetal origin found
in current public data bank. It is known that this chaperonin can intervene in the
inflammatory process. On the second stage, the purification counted on the
chromatographic efficiency given by the HPLC methodology, which allowed the
separation of a ~20 KDa protein, composed of 2 polypeptides chains joined by
disulfide bridges, Pl ~5,3, which presents high angiogenic activity in the CAM. Taken
together, our findings support the participation of this protein on the acceleration of
the wound healing process observed in clinical studies perfomed with natural latex

biomembrane.
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Introducao

| - INTRODUCAO:

O potencial das plantas superiores como fonte de novas substancias bioativas
€ extraordinario. Dentre as espécies de plantas superiores, estimadas entre 250.000-
500.000, apenas uma pequena porcentagem foi investigada do ponto de vista
fitoquimico. Menor ainda € o numero de fragbes/substancias avaliadas por ensaios
bioquimicos (Hamburger & Hostettmann, 1989).

Desde a antiguidade as plantas tém sido utilizadas nos tratamentos de
diversas patologias, porém somente no inicio do século XIX & que os primeiros
compostos foram isolados, sustentando o crescimento de uma nova ciéncia: a
farmacognosia. Por exemplo, em 1805 a morfina foi isolada a partir de extratos da
papoula (Papaver somniferum) por um farmacéutico alemdo chamado Friedrich
Serturner. A este isolamento, seguiram-se outros como o acido acetil salicilico a
partir da cortica do salgueiro (Salix Alba) e efedrina obtida de ervas chinesas
(Ephedra) (Fan et al., 2006).

A pesquisa com plantas medicinais passou a envolver investigacdes da
medicina tradicional e popular (etnobotanica); isolamento, purificacdo e
caracterizagdo de principios ativos (quimica orgénica; fitoquimica, bioquimica);
investigacdo farmacologica de extratos e dos constituintes quimicos isolados
(farmacologia); transformagdes quimicas de principios ativos (sintese organica);
estudo da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de agcao dos principios
ativos (quimica medicinal e farmacéutica), assim como a operacéo de formulagdes

para a producgao de fitoterapicos. A integracéo destas areas de pesquisa no estudo
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Introducao

de plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para a descoberta de
novos medicamentos (Maciel et al., 2002). Neste contexto, a elucidagdo dos
componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus mecanismos de acéo,
apresentam-se como um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica,
bioquimica e farmacologia (Gebhardt, 2000).

A angiogénese, crescimento de novos vasos a partir de uma rede vascular
pré-existente, € um processo firmemente controlado pelo balango entre fatores
angiogénicos e inibidores, ocorrendo somente no desenvolvimento embrionario,
cicatrizagdo de feridas e ciclo reprodutivo feminino. Diversas patologias podem se
originar tanto do crescimento excessivo (cancer, retinopatia diabética e psoriase)
como insuficiente de vasos sanguineos (feridas crénicas e isquemias cardiacas) que
sdo resultados da perda de controle do balango angiogénese/anti-angiogénese por
parte do organismo (Fan et al., 2006). Na medicina chinesa, muitas ervas sao
utilizadas no tratamento destas patologias angiogénicas, principalmente no caso de
feridas cronicas e artrites reumaticas de forma a possibilitar a descoberta de novos
angiomoduladores (Fan et al., 2006).

Desta forma, este trabalho surgiu com a necessidade de purificar e
caracterizar o principio ativo angiogénico e indutor da fibroplasia, presente no latex
natural da seringueira Hevea brasiliensis, que ficou evidenciado pela descoberta de
novas utilizacdes aplicadas a neoformacao tecidual, principalmente, na cicatrizacao
de feridas de membros inferiores de variadas etiologias (Frade et al., 2001).

Para a realizagcdo deste trabalho, varias informagdes das mais diferentes
origens e areas do conhecimento foram reunidas e organizadas com o objetivo de
substanciar sua execugao. Assim, desde o conhecimento histérico e contemporaneo

da importancia do setor de producdo da borracha natural até o entendimento de
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Introducao

técnicas ultramodernas e sofisticadas de caracterizacdo de proteinas foram
utilizados como ferramentas para o desenvolvimento e conclusdo deste trabalho.
Além disso, o entendimento do processo fisiologico/patologico e
bioquimico/molecular, envolvido na cicatrizacdo de feridas e proliferacdo de vasos
sanguineos, tornou-se necessario para o advento de novas metodologias em busca

do resultado final apresentado.

I-1.Breve historico da utilizacdo do latex natural:

A seringueira (Hevea brasiliensis), € uma planta originaria da regido
amazoénica e caracterizada, principalmente, pela importancia econémica dada ao seu
produto principal, a borracha. De meados do século XIX, até a segunda década do
século XX a borracha patrocinou um dos mais importantes ciclos de
desenvolvimento brasileiro, quando o pais dominava o mercado mundial de borracha
natural. Este ciclo declinou-se a partir de 1910, quando entraram no mercado, as
exportagdes de borrachas oriundas das col6nias britanicas, principalmente Malasia,
Ceilao e Cingapura, onde se iniciaram uma exploracdo intensiva da borracha natural.
Com isto, o Brasil perdeu a hegemonia de produgédo de borracha natural ocupando,
atualmente, o sétimo lugar segundo dados de 2004 (Santos & Mothé, 2007),
importando em torno de 50% da borracha natural que utiliza.

O latex natural da seringueira possui propriedades unicas e superiores as de
qualquer outro polimero, mesmo que seja seu analogo sintético. Por isto, muito se

tem publicado a respeito de suas propriedades fisico-quimicas e estudos na area
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bioldgica, que envolvem a identificacdo e eliminacdo das proteinas causadoras de
processos alérgicos (Rippel, 2005). Além disso, o nitido aumento da produgao
mundial reflete o crescente interesse industrial neste polimero utilizado em mais de
50 mil produtos, como aplicagdes em adesivos, pneumaticos, luvas descartaveis,
materiais cirurgicos, preservativos, pisos e revestimento, dentre outros (Cyr, 1991).

Em ambito cientifico mundial, duas vertentes principais de pesquisas se
estabelecem em torno da composicdo protéica do latex natural: de um lado,
instituicdbes de pesquisa, preferencialmente européias e norte-americanas, que
objetivam a identificacdo e caracterizacdo de proteinas alergénicas no material.
Concentram-se na resolugéo do problema econdmico gerado pela alergia provocada
quando da utilizacdo de diversos materiais produzidos a partir do latex natural,
identificando e eliminando estes alergenos do latex. Muitos destes materiais sao
usados como equipamentos de protecao individual (EPI), de uso diario por parte do
trabalhador e sem possibilidade, atualmente, de ter sua composi¢cao substituida
(Reddy, 1998; Sussman et al., 2002; Wagner & Breiteneder, 2005).

Por outro lado, institutos de pesquisa localizados em grandes regides
produtoras de borracha, como Malasia, Tailandia e Indonésia, direcionam suas
pesquisas para a acao e identificacido das poli-isoprenases, enzimas responsaveis
pela polimerizagdo dos grupos isoprenos e formagao da borracha. Além disso,
buscam a selecdo de novos clones e cultivares da Hevea brasiliensis, com o intuito
de melhorar o rendimento da producdo e o padrdo de qualidade da borracha
produzida (Kush et al., 1990; Sakdapipanich, 2007).

Com a descoberta da atividade proliferadora de vasos sanguineos
(angiogénese) por parte do latex natural da seringueira (Mrué, 2000; Mrué et al.,

2004), varias outras aplicagdes médicas passaram a ser estudadas resultando em
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um conjunto de observagdes sobre outras atividades importantes do ponto de vista
médico. Exemplo disso sao os estudos de utilizagdo do latex natural da seringueira
para a confeccao de proteses vasculares (Grisotto, 2003); acelerador do processo
cicatricial em Uulceras de pés diabéticos (Frade et al., 2001; Soares et al., 2004);
implante e neoformacédo éssea em alvéolos dentarios (Balabanian et al., 2006),
dentre outros.

Com estes estudos, um novo campo de pesquisa de aplicacboes
médico/farmacéuticas obtidas do latex natural da seringueira foi criado e despertou o
interesse de empresas farmacéuticas como a PeleNova Biotecnologia S/A, detentora
da patente para produgdo e comercializagdo do Biocure® (biomembrana utilizada

como curativo).

l.2- Aspectos bioquimicos/moleculares da cicatrizacao.

O objetivo principal do tratamento de feridas € o fechamento rapido da lesdo
combinado a uma cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria. Para tanto, é
indispensavel uma maior compreensdao do processo biolégico envolvido na
cicatrizagao de feridas e regeneracéo tecidual (Singer & Clark, 1999). Muito se tem
estudado a respeito do complexo processo de reparo de feridas, onde estao
envolvidas células, sinais quimicos e matriz extracelular, que, em conjunto,
conduzem a cicatrizagao.

Um dos aspectos de maior importancia refere-se aos problemas

médico/sociais e custos gerados por falhas no processo de cicatrizagdo. Por
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exemplo, o retardo no processo de cicatrizagdo, como ocorre no caso de ulceras de
pés diabéticos, constitui-se de um grande problema mundial, tanto financeiro, quanto
social. Dados dos Estados Unidos apresentam que 15,5% da populagdo mundial
com idade acima de trinta anos, sédo diabéticos e destes, cerca de 15% desenvolvem
ulceras de dificil cicatrizagdo, principalmente nos membros inferiores, ao longo da
vida. Assim, 6% das internagdes hospitalares relacionadas aos diabéticos séo
consequéncia destas Uulceras e, em caso de amputacdo, o tempo médio de
internacdo é de cerca de trés semanas. Estes casos geram um custo extra, aos
sistemas de saude, de cerca de U$ 8.000 a U$ 12.000/paciente. Cerca de 39 a 68%
dos amputados vao ao 6bito dentro de 5 anos (Brod, 1998). No Brasil estimam-se a
existéncia de dois milhdes de casos, entre os aposentados e os que recebem
auxilios-doenca decorrentes da diabetes. Ulceras de membros inferiores sdo a
segunda causa de absenteismo ao trabalho (Ministério da Saude 2004).

Com o rompimento da integridade tecidual nos animais vertebrados, logo se
inicia o processo de reparo, que compreende uma seqUéncia de eventos
moleculares que objetivam restaurar o tecido lesado. Apds o0 nascimento, o
organismo falha em seu objetivo final, neoformagdo do tecido lesado, deixando,
apos o reparo, uma cicatriz. Apenas durante a fase fetal, o reparo de lesdes se da
sem a formacéao de cicatriz, ocorrendo uma verdadeira restauragao do tecido, por um
processo de neoformacéao tecidual (Mccallion & Ferguson, 1996; Martin & Leibovich,
2005).

O processo de cicatrizagao tem sido convenientemente dividido em trés fases
que se sobrepdem de forma continua e temporal: fase inflamatéria, fase proliferativa

e fase de remodelagem (Clark, 1996).

16



Introducao

|.2.1- Fase Inflamatoéria.

Apos a ocorréncia do ferimento, inicia-se o extravasamento sanglineo que
preenche a area lesada com plasma e elementos celulares, principalmente
plaquetas. A agregacao plaquetaria e a coagulagédo sanguinea geram um tampéao,
rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra
a invasao de microorganismos, organiza uma matriz proviséria necessaria para a
migragdo celular. Esta matriz servira como um reservatorio de fatores de
crescimento, requeridos durante as proximas fases do processo de cicatrizagao
(Werner & Grose, 2003; Eming, Krieg et al., 2007).

As plaquetas, essenciais a formacdo deste tampdo hemostatico, também
secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de crescimento, liberados na area
lesada. As plaquetas, essenciais na cascata da coagulacdo, sofrem a degranulagao
plaquetaria, induzida pela trombina, liberando fatores de crescimento, como o fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-f3
(TGF-pB), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento transformante-
o (TGF-a) e fator de crescimento de células endoteliais (VEGF), além de
glicoproteinas adesivas como a fibronectina e trombospondina, que sao importantes
constituintes da matriz extracelular provisoria (Arnold & West, 1991; Streit et al.,
2000). De fato, a cascata de coagulagao e fatores de crescimento liberados pelas
plaguetas, em conjunto com a ativagdo da cascata do complemento e ativacédo de
células parénquimatosas pela lesao, produzem numerosos mediadores vasoativos e
fatores quimiotaticos, os quais, juntos, auxiliam no recrutamento das células

inflamatadrias ao local da ferida (Clark, 1996).
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Em adicdo as funcdes de fagocitose de bactérias, fragmentos celulares e
corpos estranhos, estas células inflamatérias produzem fatores de crescimento que
preparam a ferida para a fase proliferativa, quando fibroblastos e células endoteliais
continuarado a ser recrutados (Singer & Clark, 1999).

Apesar da concomitancia das fases da cicatrizagéo, parece ocorrer a seguinte
sequUéncia de eventos: saida de plasma com componentes soluveis e constituintes
celulares, plaquetas seguidas por neutréfilos e monécitos (Clark, 1996).
Subsequentemente, muitos neutréfilos aderem-se ao endotélio e migram para a
regido da ferida. Porém, a deplegéo dos neutréfilos no sangue, ndo mostrou afetar o
processo de reparo na auséncia de infeccao (Simpson & Ross, 1972; Werner &
Grose, 2003; Eming, Werner et al., 2007). Na figura 1 é apresentada a cronologia e

distribuicao celular no decorrer da cicatrizagao.

:I Coagulacao

Inflamacio

Migracao/Proliferacio

Neutréfilos Remodelagem / /
Plaquetas

£ ‘Macréfagos
F

_ Fibroblastos

Numero Relativo de
Células

Dias Pos-Lesao

Figura 1: Representacdo esquematica da especificidade celular imunoldgica correlacionado
temporalmente com as fases da cicatriza¢gdo {modificado de (Park & Barbul, 2004)}.
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Os mondcitos do sangue periférico, tanto inicialmente, quanto durante todo o
transcorrer do processo cicatricial, continuam a infiltrar-se no local da ferida em
resposta a agentes quimiotaticos para monécitos, como o PDGF, por exemplo. No
tecido, os mondcitos sdo ativados e transformam-se em macréfagos que séo,
provavelmente, as principais células envolvidas no controle do processo de reparo

(Clark, 1996; Singer & Clark, 1999).

A ativacdo dos macréfagos tem implicagbes fundamentais nos varios
aspectos da cicatrizagdo de feridas, como na fagocitose dos restos celulares, na
sintese da matriz extracelular e na liberacdo de citocinas que estimulam o aumento
da permeabilidade vascular, a angiogénese e também a epitelizagcdo. A liberagéo
dos fatores provenientes das plaquetas € o principal estimulo para a migracéo e
ativagdo dos macréfagos, enquanto a fagocitose dos componentes celulares, como
fibronectina ou colageno, também contribuem para esta ativacdo (Beezhold &
Personius, 1992).

O macrofago ativado € a principal célula efetora no processo de reparo
tecidual, degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado,
como colageno, elastina e proteoglicanas. Além deste papel na fagocitose dos
fragmentos celulares, os macréfagos também secretam fatores quimiotaticos que
atraem outras células inflamatérias ao local da ferida e produzem prostaglandinas,
que funcionam como potentes vasodilatadores afetando a permeabilidade dos
microvasos (Arnold & West, 1991; Singer & Clark, 1999; Eming, Werner et al., 2007).

Os macrofagos produzem varios fatores de crescimento, tais como o PDGF
o TGF-B, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o VEGF, que se destacam
como as principais citocinas necessarias para estimular a formagao do tecido de

granulacdo. Desta maneira, os macréfagos medeiam da fase inicial da resposta
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inflamatoria a fase precoce do reparo, durante processo de cicatrizagdo da ferida

(Singer & Clark, 1999).

|.2.2- Fase Proliferativa:

A fase de proliferacao epitelial, no caso da pele, inicia-se por estimulagao
mitogénica e quimiotatica dos queratindcitos pelo TGF-a e EGF. Tao importante
quanto a epitelizagao, que se inicia nesta fase do processo de reparo, € a formagao
do chamado tecido de granulagdo, nome dado principalmente, pela caracteristica
granular devida a presenga dos novos capilares neoformados essencial ao processo
de reparo (Frade, 2003).

Porém, antes de descrever a angiogénese, torna-se necessario salientar que
0 aumento da permeabilidade microvascular € o primeiro estagio deste processo,
apresentando-se como etapa importante, que permite, através do extravasamento
de proteinas, citocinas e elementos celulares, a formagcdo de uma matriz extracelular
provisoOria necessaria a migragao e proliferacdo das células endoteliais (Dvorak et

al., 1999; Dvorak, 2002).

.2.2.1- Permeabilidade vascular:

A produgdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes é

acompanhada, na maioria das vezes, por um aumento da permeabilidade vascular
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(Dvorak et al.,, 1999; Bates & Harper, 2002; Dvorak, 2002). Na angiogénese
patolégica, o aumento da permeabilidade vascular a 4gua e a macromoléculas
apresenta importante funcdo no processo, sendo o responsavel direto pela formagao
do edema. Este aumento da permeabilidade capilar parece ter um menor efeito
durante a angiogénese fisiolégica, porém, causa danos consideraveis em
determinadas patologias como na retinopatia diabética, por exemplo (Vaquero et al.,
2000).

O VEGF-A, por exemplo, descoberto em liquido ascitico tumoral, foi
originalmente descrito pela sua capacidade de aumentar a permeabilidade dos
microvasos e extravasamento de macromoléculas, incluindo fibrinogénio e outras
proteinas da coagulagao, resultando na deposi¢ao extravascular de fibrina o que
favorece, tanto o processo cicatricial, quanto o desenvolvimento tumoral (Dvorak,
2002).

Os mecanismos basicos da regulagcdo da permeabilidade vascular,
principalmente causada pelos fatores de crescimento ndo foram, ainda,
completamente elucidados. A funcido destes fatores de crescimento e 0 mecanismo
pelo qual exercem seu efeito, sdo objetos de estudos de grande interesse, e seus
caminhos metabdlicos estdo sendo, correntemente, elucidados (Dvorak, 2002;

2005).
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[.2.2.2- Angiogénese:

A angiogénese é uma etapa fundamental do processo de cicatrizacdo, pela
qual novos vasos sanguineos sado formados a partir de vasos preexistentes
(Folkman & Shing, 1992). Os novos vasos participam da formacédo do tecido de
granulagao provisorio e supre de nutrientes e de oxigénio o tecido em crescimento
(Li et al., 1999). De uma forma diferencial, a vasculogénese refere-se aos primeiros
estagios do desenvolvimento vascular, durante o qual, as células precursoras do
endotélio vascular, sofrem diferenciacido, expansao e coalescéncia para formar a
rede de tubulos primitivos do organismo (Risau, 1997).

Em um organismo adulto, sob condigdes normais, a angiogénese s6 ocorre
no ciclo reprodutivo das fémeas (no utero, com a formagdo do endométrio, e nos
ovarios, na formagéo do corpo luteo), a vasculatura se mantém quiescente, porém
apresenta a capacidade de iniciar a angiogénese, principalmente durante a
cicatrizagao (Li et al., 1999).

Assim, a angiogénese, além de ser fundamental no sistema reprodutor € no
desenvolvimento do organismo, participa também do processo de cicatrizagdo. Em
condigbes fisioldgicas, a angiogénese € finamente regulada; ativada por curtos
periodos (dias) e entdo, completamente inibida. Entretanto, muitas patologias sao
consequéncia do descontrole desta regulagdo, como ocorre, por exemplo, na artrite
reumatdide, onde novos capilares sanguineos invadem a articulagao e destroem a
cartilagem. No diabetes mellitus, novos capilares presentes na retina, invadem o
vitreo, sangram e podem causar cegueira. O crescimento de tumores e metastases

sdo patologias dependentes de angiogénese (Folkman, 1991). A maioria dos
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tumores mantém um estimulo constante ao crescimento de novos capilares de forma
a permitir o seu proprio crescimento, além de fornecer uma comunicacdao que
permite as células tumorais invadirem a corrente sanglinea e causarem metastase
em locais distantes do tumor primitivo (Folkman & Shing, 1992).

A angiogénese, em resposta a lesdao tecidual, € um processo dinamico,
finamente regulado por sinais presentes, tanto no soro, quanto na matriz extracelular
local (Risau, 1997). Durante o processo cicatricial, a formagcdo de novos vasos
sanguineos torna-se necessaria para a formacdo do novo tecido de granulagao,
onde as células dos vasos sanglineos chegam a corresponder a aproximadamente
60% do tecido de reparo (Arnold & West, 1991). A angiogénese ocorre na matriz
extracelular do leito da ferida com a migracao e estimulagdo mitogénica das células
endoteliais.

A indugdo da angiogénese foi inicialmente atribuida ao FGF acido ou basico.
Subsequentemente, muitas outras moléculas foram identificadas como
angiogénicas, incluindo o VEGF, TGF-B, angiogenina, angiotropina e angiopoetina-1
(Folkman & D'amore, 1996). Baixa tensdo de oxigénio (Detmar et al., 1997) e
elevados niveis de acido latico e aminas bioativas (Remensnyder & Majno, 1968)
também podem estimular a angiogénese. Muitas das moléculas mencionadas acima
sdo proteinas e parecem induzir a angiogénese de forma indireta, estimulando a
producdo de FGF acido ou basico e VEGF por macrofagos e células endoteliais,
indutores diretos da angiogénese.

Por tratarem-se de proteinas de importante atividade, principalmente durante
a fase proliferativa da cicatrizacdo e para um maior entendimento deste trabalho, em
resumo, serao explicitadas as caracteristicas bioquimicas estruturais, relacionando

com suas atividades durante o processo de cicatrizagao.
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1.2.2.3- Fatores de Crescimento:

A identificacdo, caracterizagao e purificagcdo do VEGF (do inglés “Vascular
Endotelial Growth Factor” ou seja, fator de crescimento do endotélio vascular) em
1989 contribuiram significativamente para o entendimento da regulagdo da
permeabilidade vascular e fluxo sangliineo na angiogénese (Ferrara & Henzel, 1989;
Bates et al., 1999; Glass et al., 2006). O resultado do desenvolvimento de novos
vasos sanguineos no tecido corresponde ao aumento do suprimento de nutrientes,
assim como a uma maior eficiéncia na remocado de residuos. Neste sentido, os
fatores de crescimento vascular possuem trés principais mecanismos de acgao:
1) podem aumentar a permeabilidade dos vasos a agua, pequenos solutos e
macromoléculas (Michel, 1984; Levick, 1991; Adamson et al., 2004); 2) podem
reduzir a distancia das células teciduais em relacdo ao vaso sanguineo mais
préoximo, pela estimulagdo da angiogénese; 3) podem aumentar o fluxo sanguineo
ao tecido agindo como potentes vasodilatadores (Bates & Harper, 2002).

O VEGF, principal fator angiogénico, exerce sua atividade biologica
predominantemente através de receptores transmembranicos com atividade tirosina
quinase presente nas células endoteliais e participa como mediador principal da
angiogénese. A familia de proteinas VEGF, atualmente inclui VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e o fator de crescimento placentario (PLGF) (Werner &
Grose, 2003). O VEGF-A é uma glicoproteina homodimérica, cujas subunidades se
mantém unidas por duas pontes dissulfeto, sendo sintetizada a partir de rearranjos
internos (“splicing alternativo”) de um RNAm, sob a forma de sete isoformas que

contém de 121 a 206 aminoacidos (Li et al., 1999; Ferrara, 2001; Bates & Harper,
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2002; Ferrara, 2004). Dentre estas, destacam-se os VEGF121, VEGF165, VEGF189
e VEGF206 como isoformas predominantes (Tischer et al., 1991; Jingjing et al.,
1999; Mccolm et al., 2004). Estas diferentes isoformas apresentam atividades
bioldgicas similares, mas diferem em suas propriedades de ligacdo a heparina e
matriz extracelular (Park et al., 1993; Roth et al., 2006). As isoformas menores (121
a 165 aminoacidos) sédo secretadas na forma soluvel, enquanto as maiores possuem
dominios transmembranicos, ficando inicialmente associadas as células, de onde
sao liberadas e ativadas por protedlise. O VEGF121 é uma proteina acida, enquanto
as demais, possuem ponto isoelétrico basico.

O VEGF também é conhecido como fator de permeabilidade vascular (VPF)
devido a sua potente acdo no aumento da vasopermeabilidade, o que permite o
extravasamento de proteinas, como o fibrinogénio e a fibronectina, essenciais para a
formagdo da matriz extracelular provisoria (Keck et al., 1989; Dvorak et al., 1999),
além de aumentar a condutividade hidraulica (Bates & Curry, 1997) e fenestracao
(Esser et al., 1998). O VEGF age também, como um potente mitégeno para células
endoteliais da microvasculatura (Conn et al., 1990) induzindo a migragao das células
endoteliais e germinagdo de novos vasos sanglineos por meio da regulagdo de
diversos receptores de integrinas endoteliais (Senger et al., 1996). Além disso, o
VEGF também age como um fator de sobrevivéncia para células endoteliais por
meio da indugéo da expressao da Bcl-2, uma proteina anti-apoptética (Gerber et al.,
1998).

Esta familia de VEGF exerce suas fungdes biolégicas por interagcdes
diferenciais a trés receptores transmembranicos que apresentam atividade de
tirosina quinase ja identificados: receptor de VEGF-1 (VEGFR-1) [tirosina quinase

semelhante a fms (Flt-1)], VEGFR-2 [quinase fetal do figado (Flk-1)] e VEGFR-3
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(FIt-4). De forma similar ao VEGF, a ativagao da expressao génica destes receptores
€ acionada, principalmente, pela hipdxia (Waltenberger et al., 1996). Os receptores
VEGFR-1 e VEGFR-2 sao restritos ao endotélio vascular, enquanto o VEGFR-3,
juntamente com seus ligantes preferenciais, VEGF-C e VEGF-D, parecem estar
envolvidos no crescimento do endotélio linfatico (Kukk et al., 1996; Gale &
Yancopoulos, 1999). Na figura 2, estdo representados os receptores de VEGF em
conjunto com as vias de sinalizagado intracelular afetadas pela interagao ligante-
receptor.

Muitos diferentes tipos celulares, principalmente fibroblastos, células
endoteliais, macrofagos e queratinécitos, sdo capazes de produzir VEGF (Berse et
al., 1992), sendo os dois ultimos, os principais tipos celulares responsaveis pela
producao deste fator de crescimento durante a cicatrizagao (Brown et al., 1992;
Frank et al., 1995). A adicdo de anticorpos anti-VEGF inibe fortemente a formagéao
do tecido de granulacdo na ferida (Howdieshell et al., 2001) indicando uma
importante fungdo do VEGF na angiogénese que ocorre durante a fase proliferativa.
Baixa tensdo de oxigénio, como ocorre no tecido durante a lesdo, constitui-se no
maior indutor da producédo deste fator de crescimento (Detmar et al., 1997). Esta

indugao pode ser em parte, também mediada pelo TGF-p.
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Figura 2: Esquema do VEGFR e vias de sinalizagdo: familia de receptores de VEGF (A) ¢ vias de
sinalizagdo do VEGF para a sintese de prostaglandina (PGI,) e 6xido nitrico (NO), além do possivel
caminho de proliferacdo. Modificado de (Zachary, 2001).

Os FGFs (do inglés “Fibroblast Growth Factor”, ou fatores de crescimento de

fibroblastos) formam uma familia de proteinas que receberam a nomenclatura

baseada na origem de sua atividade biolégica promotora de proliferagdo em

fibroblastos em cultura.Ainda segue-se uma designagdo numérica (Ornitz & Itoh,

2001), preservada pelo uso e adotada em definitivo. Atualmente, a designacado FGF
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tem apenas valor histérico, pois os FGFs ndao sao exclusivamente fatores de
crescimento e nao exercem efeitos especificos em fibroblastos (Baird, 1993).
Atualmente, esta classe de proteinas compreende 24 membros de estrutura
homodloga, apresentando-se como pequenos polipeptideos com um nucleo central
contendo 140 aminoacidos. FGF1 (FGF acido) e FGF2 (FGF basico) estédo
preferencialmente implicados no processo da angiogénese (Folkman & Shing, 1992;
Ornitz & Itoh, 2001). Estes compostos apresentam-se como polipeptideos com cerca
de 18 KDa, de cadeia simples e nao glicosilados. Eles transmitem seus sinais
através de 4 receptores de FGF de alta afinidade, proteinas da familia das tirosinas
quinases transmembranicas (FGFR-1 ao FGFR-4), os quais ligam a FGFs distintos
com diferentes afinidades. Uma das caracteristicas do FGF1 e do FGF2 é a forte
interagdo com moléculas semelhantes a proteoglicanas, como o sulfato de
heparana, presentes na matriz extracelular (Folkman et al., 1988). Esta interagdo o
que estabiliza os FGFs frente a desnaturagao térmica e proteolitica, além de limitar
sua difusibilidade. Desta forma, a matriz extracelular atua como um reservatério para
fatores pro-angiogénicos. Porém, nem o uso de peptideo sinal necessario a
secre¢cao, nem o mecanismo de liberacdo destes fatores de crescimento foram
determinados até o presente momento (Werner & Grose, 2003).

A maioria dos membros da familia FGF possui um amplo espectro
mitogénico. Eles estimulam a proliferacdo de células mesenquimais de origem
mesodérmica, ectodérmica e também, endodérmica. Em adigcdo aos seus efeitos
mitogénicos, os FGFs regulam a migracédo e diferenciagdo de suas células alvos,
apresentando também a funcao citoprotetora, o que aumenta a sobrevivéncia das

células sobre condigdes adversas (Werner, 1998; Ornitz & Itoh, 2001; Werner &
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Grose, 2003). A figura 3 demonstra esquematicamente a interacéo entre o FGF e o

receptor FGFR assim como as vias de sinalizagao disparadas por esta ligagao.
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Figura 3: Esquema do FGFR e suas vias de sinalizacdo. A esquerda é demonstrado um diagrama de
estrutura do FGFR. A direita, as principais vias de sinaliza¢des disparadas pelo complexo FGF-FGFR-
HS, (Dermargos, 2007)

Os fatores FGF1 e FGF2 sao sintetizados por uma variedade de tipos
celulares envolvidos na angiogénese e cicatrizagao, incluindo células inflamatdrias
(Baird et al., 1985), células endoteliais (Schweigerer et al., 1987) e fibroblastos da
derme (Kandel et al., 1991). Eles agem sobre as células endoteliais de forma
paracrina, liberados a partir da matriz extracelular, ou de forma autdcrina, quando
liberados pelas proprias células endoteliais (Schweigerer et al., 1987), promovendo a
proliferacdo e diferenciacdo celular (Kanda et al., 1996). Durante a formacgédo do
tecido de granulacdo, FGF2 promove a migracao celular por meio de receptores de
superficie para integrinas, os quais medeiam a ligagado das células endoteliais a

matriz extracelular (Sepp et al., 1994).
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Além destes, muitos outros fatores de crescimento e proteinas interagem
durante o orquestrado e complexo processo de cicatrizagdo. Proteinas, tais como
TGF-B além de agirem como quimioatrativos para neutréfilos, macréfagos e
fibroblastos, estimulam a formacédo do tecido de granulagéo, evidenciando-se sua
importancia durante todo o processo de cicatrizacdo. O TGF- apresenta-se como
importante modulador da angiogénese durante a cicatrizagdo, por regular a
proliferagdo celular, migracdo, formacéo do tubo capilar e deposicdo da matriz

extracelular (Roberts, 1998).

1.2.2.4- Matriz Extracelular:

Para que ocorra a migragcao das células endoteliais e desenvolvimento de
novos capilares de estrutura tubular ha uma dependéncia, nao somente das células
e citocinas presentes, mas também de uma produgcdo e organizagdo dos
componentes da matriz extracelular, incluindo fibronectina, colageno, vibronectina,
tenascina e laminina, tanto no tecido de granulagéo, quanto na membrana endotelial
basal. A matriz extracelular € importante para o crescimento e manutengcdo normal
dos vasos, pois, além de agir como uma “plataforma” suporte para a migragéao
celular, age também como um reservatério e modulador da liberagdo de fatores de
crescimento, como o FGF2 e o TGF-8 (Ruoslahti & Yamaguchi, 1991).

A proliferagdo das células endoteliais, adjacentes e dentro da ferida, leva a
deposigao, de forma transitéria, de grandes quantidades de fibronectina na parede

do vaso (Clark, 1996). Assim, a angiogénese requer a expressao de receptores para
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fibronectina pelas células endoteliais (Brooks et al., 1994), organizando a
fibronectina como um canal de modo a permitir o movimento das células endoteliais.
Expressao e atividade de proteases também sdo necessarias a angiogénese,

principalmente na fase de remodelagem (Clark, 1996).

|.2.3- Fase de Remodelagem:

Nesta fase do processo de cicatrizacdo, ocorre uma tentativa de
recuperacdo da estrutura tecidual normal. E uma fase marcada por maturacdo dos
elementos e alteragbes na matriz extracelular, ocorrendo o depdsito de
proteoglicanas e colageno. Em uma fase mais tardia, os fibroblastos do tecido de
granulagao, transformam-se em miofibroblastos comportando-se como um tecido
contratil responsivo aos agonistas que estimulam o musculo liso. Ocorre,
concomitantemente, uma reorganizagado da matriz extracelular, que se transforma de
uma matriz proviséria em uma matriz definitiva, cuja intensidade fenotipica,
observada nas cicatrizes, reflete a intensidade dos fenbmenos que ocorreram, bem
como o grau de equilibrio ou desequilibrio entre eles (Gabbiani et al., 1972).

Com o decorrer do processo de maturagdo e remodelagem, a maioria dos
vasos, fibroblastos e células inflamatérias desaparecem do local da ferida por meio
de processos de emigracdo, apoptose ou outros mecanismos de morte celular
desconhecidos. Este fato leva a formacédo de uma cicatriz com reduzido numero de
células. Por outro lado, se persistir a celularidade no local, ocorrera a formacéo de

cicatrizes hipertroficas ou queldides (Arnold & West, 1991).
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As principais citocinas envolvidas nesta fase sao: fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina (IL-1), PDGF e TGF-B produzidas pelos fibroblastos, além das
produzidas pelas células epiteliais como EGF e TGF-§ (Karukonda et al., 2000).

A reepitelizagao, que é o recobrimento da ferida com um novo epitélio e
consiste tanto da migracdo quanto da proliferagcdo dos queratindcitos a partir da
periferia da lesdo, também ocorre durante a fase proliferativa. Estes eventos sao
regulados por trés principais agentes: fatores de crescimento, integrinas e
metaloproteases (Santoro & Gaudino, 2005).

Durante a fase inflamatéria a liberacdo de fatores de crescimento pelo
plasma, fibroblastos e macréfagos/neutrofilos ativam os queratinécitos localizados
nas margens da ferida. Dentre os fatores de crescimento destacam-se o PDGF que
induz a proliferacdo de fibroblastos com conseqlente producdo da matriz
extracelular durante a contragédo da ferida e reorganizagao da matriz, o KGF; que é
considerado o principal regulador da proliferacdo dos queratinécitos, assim como o
TGF-B, responsavel principal pelo estimulo inicial da migragao das células epiteliais.
A ativagao de receptores de integrinas pelos queratindcitos permite a interagdo com
uma variedade de proteinas da matriz extracelular na margem e no leito da ferida.
Por outro lado, a expressao e ativagao de metaloproteases promovem a degradacéao
e modificagdo das proteinas da matriz extracelular no sitio da ferida, facilitando a
migracgao celular. A prépria atividade proteolitica destas enzimas pode liberar fatores
de crescimento ligados a matriz extracelular de forma a manter constante o estimulo
a proliferacdo e migracdo dos queratindcitos, acelerando o processo de
reepitelizagao (Santoro & Gaudino, 2005).

Varias sao as doencgas que interferem negativamente no processo de reparo
tecidual, como diabetes, esclerose sistémica, anemia, desnutricdo, dentre outras.
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Muitas também s&o as condi¢gdes que tornam este processo de dificil resolugao,
impedindo ou retardando uma completa restauracdo dos tecidos. Dentre estas
condigcdes podem ser ressaltadas as resseccdes extensas da parede abdominal,
como aquelas em que a peritoniostomia se faz necessaria. Por dificultarem, de
alguma maneira, o reparo tecidual, essas doencas ou condi¢bes contribuem
potencialmente para um aumento da morbidade e mortalidade (Mrué, 2000; Mrué et
al., 2004).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados no sentido de se
identificar substancias capazes de favorecer o processo de reparo. Também a busca
de substadncias com atividade angiogénica tem sido intensa, pelo seu grande
potencial de aplicacao clinica.

Dentre as substancias que possuem acdo direta no processo de reparo
destacam-se alguns fatores de crescimento que, quando aplicados topicamente
sobre a ferida, demonstram boa capacidade de acelerar o reparo tecidual em
experimentos animais (Mustoe et al., 1991; Pierce et al., 1992; Pierce et al., 1994).
Neste grupo, merece destaque o REGRANEX®, um produto a base de PDGF
recombinante humano, que interfere diretamente de maneira a favorecer o processo
de reparo, apresentando bons resultados na cicatrizagdo de Ulceras de pacientes
diabéticos (Pierce et al., 1992; Steed, 1998). No entanto, sdo curativos de alto custo,
que encontram-se distantes da realidade socio-econémica da maioria da populagao
portadora de ulceras cronicas. Outras substancias contendo agentes enzimaticos
como as pomadas a base de DNAse e colagenase atuam promovendo o
desbridamento da ferida (Hebda et al., 1990) e auxiliam, desta forma, o curso da

restauracéo tecidual de maneira discreta e indireta. Estas ultimas s&o largamente
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utilizadas na pratica clinica, entretanto, apresentam baixa eficacia na cicatrizacao de

feridas cronicas.
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Objetivos

II- OBJETIVOS.

II.1- Objetivo geral.

e Caracterizagao quimica e biolégica da proteina indutora de angiogénese do

latex natural da seringueira Hevea brasiliensis.

II.2- Objetivos especificos.

Com o propésito de estudar o material extraido a partir do latex natural da
seringueira Hevea brasiliensis que apresenta atividade angiogénica e indutora do
processo de cicatrizacao, foi proposto:

e Purificar o componente ativo deste material, utilizando-se de técnicas de
separacao cromatograficas e eletroforéticas, especificas para purificacdo de
proteinas;

e Caracterizar a identidade quimica do componente ativo presente neste
material;

e Avaliar a atividade do material, apds cada etapa de purificacdo, em ensaios in
vivo e in vitro que indiguem a indugdo do aumento da permeabilidade
vascular, estimulagdo da angiogénese, inducdo do processo cicatricial e

proliferagdo celular;
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- MATERIAIS E METODOS:

lll.1-Extracédo do Latex:

O latex natural, utilizado nos experimentos, foi extraido da seringueira Hevea
brasiliensis, pelo processo tradicional de incisdo em espiral através da casca da
arvore. As células lactiferas, assim expostas, permitem a drenagem de um liquido de
aspecto leitoso, que neste estado denomina-se latex natural. Pequenos recipientes
contendo amdnia foram fixados a extremidade distal da espiral de corte, para a
coleta do latex. A adicdo de amdnia ao recipiente de coleta tem como objetivo evitar
a coagulagdo do latex. Nesta fase sua constituicdo quimica € heterogénea,
apresentando os seguintes componentes: cis-poliisopreno, carboidratos, lipideos,
fosfolipidios e proteinas, estas ultimas representando até 1,7% do total.

A extracdo do latex foi realizada em arvores de um mesmo seringal
pertencentes, principalmente, aos clones RRhim 600 e GT-1, localizados no
municipio de Mirassol, interior do estado de Sao Paulo. Este material pode ser
estocado a 4 °C pelo periodo de até um més sem alteragdo de suas propriedades,
assim como de sua atividade.

Durante todo o projeto, o material foi fornecido pela empresa Agrolatex,

situada no municipio de Mirassol, na regido de Sao José do Rio Preto — SP.
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[11.2- Obtencéo do Soro:

O latex natural amoniacal (pH=10,4), ndo centrifugado, foi diluido com acido
acético a 2,2%, na proporgao de 1:2 (v/v), até pH=4,7. A diluicdo foi realizada sob
agitacdo branda. A solugédo ficou em repouso absoluto por 30 minutos, tempo
necessario para que a coagulagao ocorresse e o processo de retragcdo do coagulo
se iniciasse. O soro, de aspecto limpido e amarelado, foi decantado. O restante do
soro foi obtido apds a compressao mecanica do coagulo.

Deste material, retiraram-se aliquotas para realizacdo dos testes de
atividade biologica (ap6s didlise contra agua destilada, liofilizagdo e dosagem de
proteinas).

O pH do soro foi elevado para 9,0 com NH4,OH 1M, determinando-se a
quantidade de base utilizada para calculo aproximado da forga idnica final, essencial
para reprodutibilidade nos procedimentos cromatograficos. Devido a precipitacao de
proteinas durante o processo de acerto de pH, o soro foi filtrado em filtros de

poro=1um (Millipore).

l11.3- Cromatografia em DEAE-celulose:

Em uma primeira etapa de purificagdo cromatografica utilizou-se uma coluna
de vidro preenchida com matriz DEAE-celulose (Sigma-Aldrich) (5 cm x 50 cm),

equilibrada com tampé&o bicarbonato de amoénio 0,01 M (pH 9,0).
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O soro, material extraido do latex apds ter o seu pH corrigido para 9,0 com
NH4OH 1M foi aplicado diretamente na coluna cromatografica, a temperatura
ambiente e eluido com tamp&o bicarbonato de amoénio 0,01 M em gradiente
descontinuo e crescente de NaCl (0 M; 0,15 M; 0,25 M e 1,5 M de NaCl).

O fluxo empregado foi de 7 mL/min e o eluato monitorado a 280 nm em
espectrofotometro Hitachi U-2000. Este comprimento de onda permite a deteccao de
sistemas de ressonancia como os da tirosina e do triptofano. As fragbes foram
coletadas em tubos de ensaio, na razdo de 30 mL por tubo, com auxilio de um
coletor Gilson. O material, de acordo com o perfil cromatografico, teve suas fragdes
caracteristicas reunidas e submetidas a dialise contra agua destilada, liofilizados e
armazenados a — 20 °C para posterior analise de atividade biolégica (angiogénese
na membrana corio-alantdidea - MCA, aumento da permeabilidade vascular no teste
de Miles, proliferacao celular de células HEK293T e aceleradora da cicatrizacdo em

ulceras dérmicas nas orelhas de coelhos).

lll.4- Cromatografia de troca ibnica em HPLC:

O material coletado que apresentou maior atividade em induzir a
angiogénese, denominado FrHB1, foi submetido a cromatografia liquida em alta
pressdo (HPLC) em um equipamento Shimadzu LC7-A (Shimadzu corp., Kioto,
Japao) acoplado a um espectrofotdmetro UV-visivel SPD 10A (Shimadzu corp.,
Kioto, Jap&o), com uma coluna preparativa de troca idnica (Asahipak ES 502-NP).

Um volume de 5 mL do material FrHB1 em uma concentracdo de 5 mg/mL,
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dissolvido em tampao fosfato (0,01 M pH=7,8) foi aplicado ao sistema e eluido em
gradiente continuo de NaCl (0 a 1M) utilizando-se um fluxo de 6,0 mL/min. O eluato
foi monitorado pelo detector espectrofotométrico a A=280 nm.

O programa do equipamento constava de 15 min. de corrida com o tamp&o A
(tampéo fosfato 0,01 M, pH=7,8), apds a aplicacdo do material, seguidos de 40 min.
de mistura crescente e continua do tamp&o B (tampao fosfato 0,01 M, NaCl 1 M,
pH=7,8) e 10 min. de 100 % do tampao B. A coluna era sempre reequilibrada em

tampao A durante 20 min. antes de um novo ciclo de purificagao.

l11.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida:

O processo de purificagao foi analisado pelo perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida (PAGE), segundo descrito por (Laemmli, 1970).

Utilizou-se de um gel de acrilamida 15% (p/v), bisacrilamida 0.8% (p/v), Tris-
HCI 480 mM (pH=8,9). A corrida foi realizada sob amperagem constante de 20 mA e
voltagem crescente até o limite de 200 V, utilizando-se o tamp&o Tris-HCI 0,5 mM e
glicina 3,8 mM, (pH= 8,3). O final da corrida foi indicado pela chegada do corante
azul de bromofenol ao extremo inferior do gel. As proteinas foram fixadas e coradas
durante 10 min. com o uso de uma solugdo de coomassie blue G-250 (Sigma-
Aldrich) 0,1% em metanol 50% v/v e descoradas por repetidas lavagens em uma

solugéo de acido acético a 7% Vv/v.
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[11.6- Eletroforese bidimensional:

A- Focalizacdo isoelétrica (1* dimenséo)

As proteinas foram primeiramente separadas de acordo com seu ponto
isoelétrico (pl), através do processo de focalizagdo isoelétrica (IEF), usando o
Sistema Ettan IPGphor 3 (GE-HealthCare). A caracterizagdo das proteinas
presentes na amostra foi realizada com fitas IPG de 13 cm com gradiente linear de
pH de 3-10.

As fitas IPG (Immobilized pH Gradient dry-strips, GE-HealthCare) foram
hidratadas durante 12 horas a 20 °C no aparato de focalizacdo isoelétrica com
250 uL da amostra. A amostra continha 400 ug de proteinas precipitadas com kit 2D-
clean-up (GE-HealthCare) e solubilizadas em tampao (7M Uréia, 2 M Tiuréia, 10 mM
ditiotreitol (DTT), 0,4 % v/v Triton X-100, 4 % p/v CHAPS, 0,5 % v/v Anfdlitos
(IPGbuffer) e 0,005 % p/v Azul de Bromofenol). Sobre as fitas IPG acrescentou-se
1,5 mL de 6leo mineral (Cover Fluid, GE-HealthCare) para evitar a evaporagao dos
reagentes durante a hidratagao.

A focalizagao isoelétrica foi realizada nas seguintes condigdes: 500 V por 1
hora, 1000 V (gradiente) por 1 hora, 8000 V (gradiente) por 2 horas e 30 minutos,
8000 V por 30 minutos. Apds a focalizagao, as fitas foram retiradas do aparato de
focalizagéo isoelétrica, lavadas com agua destilada e armazenadas a —20 °C ou

utilizadas imediatamente na segunda dimensao.
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B- SDS-PAGE (2% dimensé&o)

Apo6s a focalizagdo, as fitas IPG foram equilibradas por 15 minutos em
solugdo de equilibrio e redugéo (50 mM Tris-HCI pH=8,8, 6 M Uréia, 30 % v/v
Glicerol, 2 % p/v dodecil sulfato de sédio - SDS e 2 % p/v DTT) e por 15 minutos em
solugéo de alquilagédo (50 mM Tris-HCI pH=8,8, 6 M Uréia, 30 % v/v Glicerol, 2 % p/v
SDS, 2,5 % p/v lodoacetamida e 0,05 % p/v de Azul de Bromofenol).

A eletroforese de segunda dimensdo foi realizada em um gel vertical
homogéneo de 12 % de acrilamida (180 x 160 x 1,5 mm) conforme (Laemmli, 1970).
Depois de equilibradas, tratadas com agentes redutores e alquilantes, as fitas foram
inseridas sobre o gel de poliacrilamida e fixadas com uma solugéo pré-aquecida de
0,5 % p/v de agarose solubilizada em tamp&o de corrida (25 mM Tris-HCI, 192 mM
Glicina, 0,1 % p/v SDS). O marcador de massas moleculares (6H-Sigma com adi¢ao
de lizozima) foi aplicado ao lado da fita em papel de filtro. A separagao eletroforética
das proteinas foi realizada a 10 °C, em uma cuba SE600 Ruby (GE-HealthCare) sob
corrente de 20 mA por 5 horas. Apos a eletroforese, os géis foram lavados
rapidamente em agua destilada e corados com solugdo de coloracdo Coomassie

Brilliant Blue G250.

43



Materiais e Métodos

C- Deteccéo das proteinas

As proteinas separadas nos géis de poliacrilamida foram visualizadas através
da coloragdo por Coomassie Brilliant Blue G250, realizada segundo o protocolo de
(Neuhoff et al., 1988) modificado. As solu¢gdes foram preparadas imediatamente
antes do uso, conforme descrito a seguir. Os géis foram submetidos por 60 minutos
a uma solugao fixadora (40 % v/v Etanol, 10 % v/v Acido Acético); lavados duas
vezes com agua destilada deionizada por 10 minutos e mantidos por 12 horas em
solugéo de coloragado (0,1% p/v Coomassie Brilliant Blue G250, 10 % v/v Acido Orto-
Fosforico, 10 % p/v Sulfato de Aménio, 20 % v/v Metanol). Depois de corados os
geis foram lavados com 20% v/v Metanol até a eliminagdo completa do corante
excedente.

Foi realizado, também, o “westtern blot” deste gel conforme descrito no item
[1I-7 com o objetivo de identificar as proteinas a serem analisadas em espectrometro

de massa.

D- Obtencdo e andlise das imagens

As imagens das proteinas separadas pela eletroforese bidimensional em gel
de poliacrilamida e coradas com Coomassie Brilliant Blue G250 foram obtidas por
meio de digitalizacdo no Image Scanner (GE-HealthCare) . As analises dos géis

foram realizadas pelo programa Image Master 2D versao 3.10 (GE-HealthCare). As
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massas moleculares aparentes das proteinas foram determinadas utilizando-se

padrdées de massa molecular aplicados na segunda dimensao.

l11.7- “Western blot” com anticorpo policlonal anti-FGFb e anti-

VEG F165:

A fragao protéica FrHB1 obtida da cromatografia em DEAE-celulose do soro
do latex natural da seringueira foi analisada em eletroforese de gel de poliacrilamida
na presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) conforme descrito no item I11.5
de materiais e métodos. Para tanto, confeccionou-se um gel de poliacrilamida a 15%
e o gel de empilhamento em uma concentracéo fixa de 5 %. O padrdo de massa
molecular utilizado foi o SigmaMarker™ Low Range (P.M. 6.500 — 66.000) (Sigma —
EUA). As massas moleculares definidas pelo fabricante sdo: Soroalbumina bovina
(66 KDa); Ovoalbumina (45 KDa); Gliceraldeido—3—fosfato desidrogenase de
musculo de coelho (36 kDa); Anidrase carbdnica (29 KDa); Tripsinogénio (24 KDa);
Inibidor de tripsina (20 KDa); a-Lactoalbumina (14,2 KDa) e Aprotinina (6,5 KDa).

Apos separagao eletroforética, as proteinas foram transferidas (TransBlot
Semi Dryer, BIO-RAD laboratories, Richmond, CA) para membrana de nitrocelulose
(Transblot 0,45 uM, BIO-RAD laboratories, Richmond, CA) utilizando-se uma
corrente de 10 mA/20 min, num meio contendo, 39 mM glicina, 48 mM Tris, 10% p/v
de SDS e mistura agua/metanol 1:5 (v/v). Apdés a transferéncia, a membrana foi
corada com Ponceau Red e bloqueada com leite em p6 desnatado a 10% p/v, em

tampao TTBS (0,05 M Tris-HCI, pH=7,4; 0,5 M NaCl e 0,1% Tween 20), durante uma
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hora. A seguir, os anticorpos primarios policlonais (coelho) anti-FGFb (1:1500)
(Sigma-Aldrich) e (camundongo) anti-VEGF1g5 (1:1500) (Sigma-Aldrich) diluidos em
tampé&o de bloqueio foram incubados com a membrana a 4 °C, sob leve agitagéo,
durante toda a noite. Cada membrana foi lavada com tampao TTBS por 3 vezes de 5
minutos e entdo incubada com os anticorpos secundarios IgG de carneiro anti-IgG
de coelho ou IgG de cabra anti-lgG de camundongo conjugados a peroxidase,
diluidos em tampao de bloqueio, durante 30 min., a temperatura ambiente. Apds
extensivas lavagens com TTBS, a membrana foi revelada utilizando o método de

quimiluminescéncia (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA).

[11.8- Espectrometria de Massa:

A regido do gel bidimensional, contendo as proteinas (spot) foi extraida com
auxilio de um bisturi, cortadas em segmentos de aproximadamente 1 mm?
colocadas em tubos de ensaio, tipo eppendorf, e armazenadas a 4 °C. A digestao
das proteinas em gel foi realizada conforme (Parker et al., 1998) com modificagdes,

conforme descrito abaixo:

Remocao do corante: Os segmentos de gel contendo as proteinas foram lavados
em agua deionizada, descorados por trés vezes na solu¢gdo contendo 50% v/v de
acetonitrila (ACN) e 25 mM de bicarbonato de amdnio (AMBIC) por 30 min.,
desidratados duas vezes em 100 % ACN por 10 min. A ACN foi removida e o

residuo remanescente do gel foi deixado para evaporar a temperatura ambiente.
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Reducdo e alquilacdo: Os fragmentos de gel contendo as proteinas foram
reidratados e reduzidos em DTT (20 mM DTT/ 50 mM AMBIC) a 60 °C por 40 min. e
alquilados com iodoacetamida (IAA) (55 mM IAA / 50 mM AMBIC) no escuro por
30 min. O excesso de IAA foi removido e os fragmentos foram lavados em 25 mM
AMBIC e, posteriormente, desidratados em 100 % de ACN. A ACN foi descartada e

o residuo remanescente no gel foi deixado evaporar a temperatura ambiente.

Digestdo das proteinas: Os fragmentos de gel contendo as proteinas de interesse
foram entao reidratados com 15 uL de solugao contendo 150 ng de tripsina (Sigma-
Aldrich) em 25 mM de AMBIC e mantidas a 37 °C por 12 h. A agdo da tripsina foi
interrompida pela adi¢do de 15 uL de solugéo bloqueadora (50 % v/v ACN e 5 % viv

acido férmico).

Extracdo dos peptideos: Os peptideos foram eluidos da ACN com trés lavagens de
15 min. com solugdo de eluigédo (60 % v/v metanol e 1 % v/v acido formico) a 45 °C
sob sonicacdo. O aparelho de sonicagédo usado foi o ULTRA-SOM (Thomton-INPEC
Eletronica LTDA) modelo G/T, tipo T7, com 40 KHz de frequéncia fixa e poténcia de
30 W. A solugao contendo os peptideos extraidos foi submetida a secagem em um
concentrador 5301 (Eppendorf, Alemanha) a temperatura ambiente, por 2-3 h. Os
peptideos foram ressuspendidos em 1 % v/v acido formico para o sequenciamento

por espectrometria de massa.

Sequenciamento dos peptideos: Os peptideos foram sequenciados em
espectrometro de massas MALDI-Q-TOF API (ESI-MS/MS quadrupole/aceleragéo
orthogonal time-of-flight) da Waters — Micromass acoplado a um sistema on-line de

HPLC capilar, CapIC (Waters®).
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Os peptideos ressuspendidos em 1% de acido férmico foram aplicados em
um sistema de HPLC capilar de forma que a separacao dos peptideos foi realizada
usando-se uma pré-coluna C18 (Sentry ™ Guard Column C18 Waters®) seguida por
uma coluna de fase reversa C18 (Symmetry® C18 5 um 0,32 X 150 mm Waters®).
Os peptideos foram eluidos através da variagéo do gradiente do tampao A (95 % v/v
ACN, 5 % v/v H,O e 0,1 % v/v &cido férmico). Durante a corrida o fluxo usado foi de
5 puL/min. nos primeiros 15 min,, 2 uL/min, entre 15 e 40 min , de 5 uL/min. entre 40
e 45 min. A variagédo de gradiente do tamp&o B foi de 10 % (v/v) a 15 % (v/v) em 5
min., de 15 % (v/v) a 35 % (v/v) em 20 min., de 35 % (v/v) a 45 % (v/v) em 5 min., de
45 % (v/v) a 80 % (v/v) em 5 min., mantido por 5 min. em 80 % (v/v) e os ultimos 5

minutos em 10 % (v/v).

A ionizag&do das moléculas por “electrospray” foi realizada com uma voltagem
fixa de 3000 V, temperatura de 90 °C sob 5 psi de nitrogénio. Os espectros foram
adquiridos em modo MS/MS automaticamente com um limiar de 25 counts, dentro
de uma amplitude de 50 a 2000 m/z. As aquisicdbes foram realizadas
simultaneamente com o peptideo padrao GFP através do sistema Nanolock Spray
da Micromass, para corrigir as variagdes de calibragcdo que ocorrem ao longo do

tempo.

Andlise das informacdes: Os espectros de massas das amostras foram
processados utilizando-se o programa Mascot Distiller e depois feito a busca no
banco de dados MSDB, datado de 10 de Agosto de 2007 (contendo 3.239.079

sequéncias) utilizando-se o programa Mascot.
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[11.9- Estudo do aumento da permeabilidade vascular:

Os ensaios de atividade em animais foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP, estando de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) apresentado no Protocolo 261/2005 (ANEXO 1).

A permeabilidade vascular foi determinada de acordo com o método descrito
por (Miles & Miles, 1952); modificado por (Udaka et al., 1970; Wedmore & Williams,
1981; Senger et al., 1990).

Os animais (coelhos machos de linhagem Albino, pesando entre 2,5 e 2,8
kg), fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP, foram previamente
anestesiados com Tionembutal (i.v.) (25 pg/mL) e posteriormente depilados no
dorso, o qual foi dividido em quadrantes, para separar os sitios de reacdo apos
injecao dos diferentes materiais a serem analisados: soro, fracbes cromatograficas e
salina (NaCl 0,9% p/v), como controle negativo, de forma subcutanea.

Apos aplicacao do anestésico, foi injetado via intravenosa, o corante Azul de
Evans (15 mg/kg), seguido de 5 mL de salina (NaCl 0,9% p/v).

Em quadrantes separados foram injetados de forma subcutadnea 0,2; 0,1 e
0,05 mL de salina ou das solucdes preparadas com os materiais a serem ensaiados
que formaram os seguintes grupos de estudo:

1) : FrHB1 dissolvido em salina (0.50 mg proteina/mL solugao);

2) : FrBH2 dissolvido em salina (3.50 mg proteina/mL solugéo);

3) : FrHB3 dissolvido em salina (4.20 mg proteina/mL solugéo);

4) : Salina (NaCl 0.9% p/v) — controle negativo.
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Apos 30 min. das injegdes, os animais, ainda anestesiados, foram
sacrificados por guilhotinamento e submetidos a remocgédo da pele do dorso. Esta
pele é armazenada a — 20 °C, por 24 horas de forma a facilitar o corte padronizado,
de uma area circular ao redor do local de aplicacido de cada amostra, utilizando-se
de um punch com 2,5 cm de didmetro. Os cortes removidos foram embebidos em
3 mL de formamida e ap6s um periodo de 72 h de armazenamento, sob refrigeragao
(4 °C), o sobrenadante foi submetido a leitura espectrofotométrica em 620 nm, com
auxilio de um espectrofotdmetro Hitachi U-2000. O valor obtido foi comparado a uma
curva padrao do corante obtida a partir do plasma do animal, coletado durante o

sacrificio, e descrita a seguir.

[11.10- Dosagem do corante (curva padréao):

Com o objetivo de se construir a curva padréao para quantificacédo do corante
na corrente sanguinea para cada animal, foram coletadas amostras de sangue, no
momento dos sacrificios. O sangue foi centrifugado a 10000 rpm por 10 min., a fim
de se obter o plasma.

A curva foi feita adicionando-se exatamente 10, 25, 50 e 100 uL do plasma
em 3 mL de formamida. Este material foi deixado juntamente com o material extraido
da pele do coelho por 72h sob refrigeragdo (4 °C). A absorvancia foi determinada em
620 nm em espectrofotdmetro Hitachi U-2000.

O grafico foi construido (curva padrao) pelo programa Windows Excel 2000

de forma a relacionar volumes conhecidos do corante no plasma do animal, com
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suas respectivas absorvancias. Este processo permitiu a determinagao do volume de

plasma extravasado a partir do leito vascular, devido a atividade do material testado.

lll.11- Teste de atividade angiogénica na membrana corio-alantdidea

de embrides de galinha:

O material, previamente liofilizado, obtido a partir das cromatografias em
DEAE - celulose (FrHB1, FrHB2 e FrHB3) e da cromatografia em HPLC (FrHB1.1,
FrHB1.2 e FrHB1.3) foram dissolvidos em agua destilada estéril na concentracéo de
2.5 ng/pL, homogeneizados, filtrados e esterilizados em Filtros Millex® 0,22 um. Esta
solugao foi armazenada em recipientes estéreis a — 20 °C, até o momento de sua
utilizacao.

Em um estudo piloto, foram testadas as atividades referentes aos volumes
de 1,5 e 3 uL das solugdes (2,5 ug/ulL) preparadas a partir do soro, FrHB1, FrHB2 e
FrHB3.

Nas analises seguintes, devido aos resultados apresentados no estudo
piloto, foi utilizado somente o volume de 3 uL das solugdes teste, de forma a se
avaliar a atividade angiogénica referente a 7,5 ug do material.

Utilizou-se de papel de filtro Whatmman n® 1, cortados na forma de discos
circulares com 0,5 cm de diametro e esterilizados, como veiculo na deposi¢ao do

material de estudo.
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Para se estudar a atividade angiogénica apresentada pelo material foi
utilizado o teste na membrana cério-alantéidea (MCA) de embrides de galinha
conforme descrito por (Wilting et al., 1991; Wilting et al., 1992).

Os ovos de galinha (Gallus domesticus) linhagem Rhoss, adquiridos junto a
Empresa Pena Branca (Sao Carlos — SP), foram incubados em estufa automatica
produzida pela Brasmatic Ind. e Com. LTDA, com controle de temperatura (38 °C) e
umidade (65%), e deslocados lateralmente a cada 15 min., durante os cinco
primeiros dias de incubacdo. Ao final deste prazo, os ovos foram submetidos a
abertura circular (1,0 cm de didmetro) em sua base maior, onde esta localizada a
camara de ar, com auxilio de uma micro-retifica marca Dremel.

Apoés a realizagdo da abertura, utilizando-se de seringa e salina estéreis,
depositou-se uma gota de salina (NaCl 0,9% p/v) de forma a auxiliar na retirada da
membrana da casca, expondo a MCA ja vascularizada. A abertura, entdo, foi vedada
com fita crepe e 0 ovo novamente incubado, porém, sem agitacédo periddica e com a
base furada voltada para cima.

Ao final do décimo terceiro dia de incubagdo, os discos de papel de filtro,
veiculando 3 pL da solugdo a ser testada, ou agua destilada (controle negativo),
foram depositados diretamente sobre a membrana de forma cuidadosa e estéril. O
ovo voltou a incubacdo até o décimo sexto dia, quando foram retirados da
incubadora. Em seguida, as MCAs foram fixadas em solu¢ao de formol (3,7 % v/v)
por 5 min. e retiradas do embrido. As MCAs, desta forma, foram fotografadas sobre
um fundo branco, em tamanho 640X480 pixels e formato de RGB 24 bites,
padronizados, com auxilio de uma camera CCD-Iris Sony modelo DXC-107 A,

adaptada a uma lupa de aumento maximo 10 X e conectada a um computador
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equipado com uma placa de aquisi¢ao de imagens marca PIXEL VIEW, utilizando-se
do software “Pixel View Station v4.29 TV” para captura da imagem.

A imagem digitalizada foi processada pelo programa GIMP 1.2.4 de forma
que a saturacao, brilho e contraste permitissem uma melhor resolugdo dos vasos
sanguineos. A analise desta imagem foi realizada com auxilio do programa ImageJ
versdo 1.28u capaz de separar intervalos de niveis de intensidade e desta forma,
isolar e quantificar os pixels correspondentes aos vasos sanguineos. A quantidade
de pixels selecionados é proporcional ao nivel de vascularizacdo do campo da
imagem capturada.

Assim, foi obtido um padrao de comparagao da atividade angiogénica do
soro obtido do latex e do material cromatografado, com o controle negativo, onde foi
colocado somente o papel de filtro.

Analises histologicas: As MCAs, ap6s terem sido fixadas em formaldeido
3,7% (v/v), retiradas do ovo e fotografadas contra um fundo branco, seguiram pelo
processo de desidratacao e inclusdo em parafina. Este material foi seccionado em
micrétomo Spencer a 6 um de espessura. Em seguida, foi corado pela
Hematoxilina-Eosina, segundo técnica classica padronizada.

O material foi observado em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse
E800 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY), e as imagens adquiridas com o auxilio
de uma cémera digital Nikon DXM1200 (Nikon Instruments Inc.), acoplada ao

microscopio.
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[11.12- Estudo de cicatrizacdo no modelo de Uulcera dérmica

experimental em orelhas de coelhos:

Os materiais a serem testados (soro e fracdo FrHB1) encontravam-se
liofilizados e por isso foram dissolvidos em solucéo fisiologica (NaCL 0,9% p/v)
estéril. Esta solugéo foi incorporada em carboximetilcelulose (4% p/v) (Bayer), em
forma de gel, nas concentragdes finais de 0,01; 0,1 e 1 % p/v. Apds o preparo dos
géis, os mesmos eram acondicionados sob refrigeragdo (4 °C) até o momento de
utilizagcdo. O gel controle foi preparado utilizando-se somente de solugao fisioldgica
incorporada ao gel. Todo o procedimento de preparo e utilizagdo dos reagentes foi
realizado dentro de uma capela de fluxo laminar de forma a manter a assepsia final
do produto.

O ensaio de atividade cicatrizante foi realizado no modelo descrito por
(Mustoe et al., 1991). Foram utilizados coelhos machos New Zealand, da linhagem
Albino, pesando entre 2,0 e 2,5 kg distribuidos em 6 animais por grupos
experimentais.

Os animais foram previamente anestesiados com Tiopental sodico (25 png/mL
i.v.). A regido dorsal das orelhas foi depilada e desinfectada com solugao de iodo
(10 % p/v). Foram feitas 4 ulceras/orelha ao redor do centro da orelha, localizadas a
4,0 cm da extremidade superior, em cada animal. A orelha foi imobilizada e sob
condigdes estéreis os tecidos foram removidos com um auxilio de um punch de
5 mm de didmetro, inclusive o pericdndrio, de forma a expor a cartilagem. Todo o
procedimento cirurgico foi realizado com auxilio de uma lupa de aumento ético de

7X para manter a uniformidade e precisdao das ulceras. Apds o procedimento
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cirargico, escolheu-se a orelha esquerda de cada animal como controle, enquanto os
testes de materiais seriam realizados na orelha direita.

Em cada ulcera foram aplicados topicamente 250 uL do material teste ou
controle (solugcéo fisiolégica em carboximetilcelulose). As ulceras foram ent&o
cobertas com um fiime de poliuretano (Tegaderme®, 3M) para se prevenir o
ressecamento. Nos dias 1, 3, 6, 9 e 12 pés-ferimento, os animais foram colocados
em caixas de contencdo e sem anestesiar o animal, retirou-se o Tegaderme® para
realizacdo das capturas das imagens das ulceras. Apds obtencdo das imagens, as
bordas de cada ulcera foram limpas com salina e, novamente, aplicados mais
250 puL do respectivo gel seguido pela cobertura com Tegaderme®. Este
procedimento foi realizado de 3 em 3 dias até o décimo segundo dia pds-ferimento.

O processamento das imagens foi realizado com auxilio do software ImageJ
v1.28, que permitiu a determinagao da area das ulceras em seus variados estagios.

Analises histoldgicas: O tecido das ulceras, apos terem sido fixados em
formaldeido 3,7% (v/v), seguiu pelo processo de desidratacdo e inclusdo em
parafina. Este material foi seccionado em micrétomo Spencer a 6 um de espessura.
Em seguida, foi corado utilizando-se de Tricomo de Masson.

O material foi observado em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse
E800 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY), e as imagens adquiridas com o auxilio
de uma cémera digital Nikon DXM1200 (Nikon Instruments Inc.), acoplada ao

microscopio.
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l11.13- Estudo de atividade proliferativa em células HEK-293T

(human embryonic kidney cells):

A- Preparo de solugdes

Para a cultura de células e ensaios de proliferagao, foi necessario o preparo
das seguintes solugdes:
Preparo da amostra: As amostras a serem ensaiadas foram pesadas e dissolvidas
em solucéo fisiologica (NaCl 0,9% p/v) em uma concentracao de 0,1 mg/mL. A partir
desta solucgéo, outra concentragao de 0,01 mg/mL foi preparada. Todo o preparo e
manejo do material foram realizados de forma asséptica e a solugao final foi filtrada
em filtros esterilizantes de 0,22 pm de poro (Millex® - Millipore).
Solucdo de MTT: 25 mg do sal de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromide] (MTT), (Sigma®), foi pesado em balanga analitica e adicionados a 5 mL de
solugdo salina de tampao fosfato (PBS), concentracéo final igual a 5 mg/mL.
Preparo dos meios de cultura: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
Gibco®) foi dissolvido em 5 litros de agua destilada e adicionados 3,7 g/L de
NaHCOs;. Usa-se HCl ou NaOH (1N) para corregéao do pH até 7,2.

Na suplementacdo do meio, para uso na cultura das células, adicionou-se
50 mL de soro fetal bovino em 500mL de meio e adicionou-se 100 uL de antibidtico
gentamicina (em solugcdo estoque de 50 mg/mL) para uma concentragao final de

10 pg/mL.
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Preparo da solucdo PBS estéril: O tampao fosfato salino (PBS) foi preparado
dissolvendo-se 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na;HPO4 e 0,24 g de KH,PO,
em 800 mL de agua destilada. Ajustou-se o pH para 7,4 com solugdo de HCI.
Completou-se o volume até 1 L com agua. Estas solugdes foram autoclavadas para

esterilizacao.

B- Cultura de células:

A linhagem de célula HEK —293T (Human embryonic kidney) foi mantida em
estufa a 37 °C com tensdo de 5 % de CO; e 95 % de ar. As células HEK-293T foram
cultivadas em garrafas de 75 cm? contendo meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Como antibiético foi usado a gentamicina. Esta
linhagem celular foi escolhida para a realizagdo dos testes de proliferagdo uma vez
que corresponde a uma linhagem de células semelhantes aos fibroblastos

primarios,sendo amplamente estudada e descrita na literatura.

C- Ensaio de proliferagéo:

As células HEK-293T aderidas nas garrafas de cultura foram “soltas” por
branda agitacdo. Apds centrifugagcéo (2000 rpm, 2 min.) foram ressuspensas em
meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino, contadas em camara de Neubauer

e distribuidas em placas de 48 pocos (2x10* células/poco). Ao completar 24 h. de
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incubacdo, nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente, as células foram
expostas ao veiculo ou composto por um periodo de 48 h. A cada um dos pocos
foram entédo adicionados 5 uL de solugao de MTT (5 mg/mL em PBS) e as células
foram incubadas em estufa por mais 3 h. (Mosmann, 1983); (Rubinstein et al., 1990).
Em seguida o meio de cultura foi removido e aos pog¢os foi adicionado um volume de
200 uL da solugao de isopropanol acidificado com HCL (0,04 M). A viabilidade

celular foi determinada por absorbancia a 570nm (Jasiulionis et al., 2007).

[11.14- Analises estatisticas:

Para os experimentos de avaliagdo de reparo tecidual e aumento da
permeabilidade vascular, a analise estatistica dos dados obtidos foi realizada de
acordo com o teste T Student, considerando os valores de p < 0,05 ou p < 0,01 como
significativos. Para os experimentos de angiogénese em MCA, a analise estatistica
paramétrica foi realizada de acordo com ANOVA de uma via, pelo método de
multiplas comparagdes versus grupo controle (método de Dunnett’s) considerando
os valores de p < 0,05 ou p < 0,01 como significativos. Os ensaios de proliferacao de
células HEK-293T tiveram seus dados analisados estatisticamente por ANOVA de
uma via segundo o teste de Bonferroni e p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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IV-RESULTADOS:

IV.1-Caracterizacdo do soro do latex natural da seringueira:

A caracterizagado biolégica do soro bruto, obtido da coagulagdo do latex
natural da seringueira Hevea brasiliensis foi realizada por meio de ensaios de
indugdo da permeabilidade vascular (teste de Miles), atividade angiogénica na
membrana coério-alantdéidea e aceleragdo do processo cicatricial no modelo de

ulcera dérmica experimental em orelhas de coelhos.

IV.1.1- Atividade de aumento da permeabilidade vascular.

A figura 4 demonstra os resultados obtidos apds a injecdo subcutanea do
soro, soro fervido por 1 h. a 100 °C e soro tratado com proteinaseK, na pele dorsal
de coelhos. O material a ser testado foi preparado pesando-se 1,0 mg do soro obtido
da coagulagao do latex natural, apos processamento de dialise e liofilizagao, seguido
de completa dissolucdo em 1,0 mL de solugédo salina (NaCl 0,9% p/v). Como pode
ser observado o soro, na concentracdo de 1 mg/mL aumenta significativamente a
permeabilidade vascular do corante azul de Evans ligado as proteinas plasmaticas.
O resultado é representado como volume de plasma extravasado pL/mg de

proteinas no soro.
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Figura 4: Atividade do soro do latex no teste de Miles. Pesou-se 1,0 mg de soro e dissolveu-se em
solugdo salina  (NaCl 0,9 % p/v). Esta solugdo foi fervida durante 1 h. (100 °C) e incubada a 37 °C
durante uma noite com 2% v/v de uma solu¢do de ProteinaseK (Sigma-Aldrich) na concentragdo de
0,3 mg/mL. Os controles foram feitos com solugdo salina e salina incubada durante uma noite com 2%
v/v da solu¢do de ProteinaseK. Foram realizados 3 experimentos distintos em triplicata de trés
volumes diferentes (0,2; 0,1 ¢ 0,05 mL de amostra ou controle). (**=p<0,01 e *=p<0,05).

No soro fervido, bem como no soro tratado com a enzima proteolitica
proteinase K, ocorreu uma diminuicdo significativa (p<0,05) do aumento da
permeabilidade vascular em relagdo ao soro nao tratado, apesar de ainda
apresentar uma atividade indutora da permeabilidade vascular significativa (p<0,05)
em relagdo aos grupos controles (salina e salina contendo proteinase K). Este
resultado indica uma forte atividade indutora da permeabilidade vascular
apresentada pelo soro obtido do latex natural da seringueira. A reducédo desta
atividade observada apds a realizagdo dos tratamentos proteoliticos sugere a
presenga de uma molécula com estrutura polipeptidica como a responsavel por esta

atividade.
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IV.1.2- Atividade angiogénica do soro do latex na membrana corio-

alantdidea de embrides de galinha.

A atividade angiogénica do soro do latex natural da seringueira foi observada
em modelos da MCA e o resultado € demonstrado na figura 5. O material a ser
testado foi preparado de modo asséptico, dissolvendo-se 0,3 mg do soro obtido da
coagulagao do latex natural da seringueira, dializado e liofilizado previamente, em
1 mL de agua destilada. Esta solugao foi submetida a uma filtragdo em filtros Milex®

0,22 ym como forma de garantir sua esterilidade.
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Figura 5: Quantificacdo da atividade angiogénica apresentada pelo soro obtido do latex natural
da seringueira na MCA. Foram aplicados 3 pL de agua destilada (controle) e de uma solugdo na
concentracao de 0,3 mg/mL de soro em agua destilada (n=12 ovos/amostra; **=p<0,01).

Como pode ser observado na figura 5, o soro do latex estimulou
significativamente (p<0,01) a neoformacéao de vasos na MCA. Este resultado indica a
capacidade do soro obtido do latex natural da seringueira em induzir a proliferagao e

neoformacdo de vasos sanguineos neste modelo de angiogénese. O resultado
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apresentado é consequéncia de uma quantificacdo, por analises de imagens, da
relacdo da area ocupada pelos vasos sanguineos em comparagao a area total

presente na imagem capturada, em termos percentuais.

IV.1.3- Aceleracdo do processo de cicatrizagdo de Uulceras dérmicas
experimentalmente provocadas em orelhas de coelhos pelo soro do

|atex natural.

Para uma melhor avaliagao do soro obtido do latex natural da seringueira no
processo cicatricial, utilizou-se o ensaio de ulceras dérmicas em orelhas de coelhos
que apresenta-se como um modelo ndo contractil e muito semelhante ao que ocorre
na cicatrizacao de feridas crénicas dos membros inferiores do homem (Mustoe et al.,

1991; Pierce et al., 1992).
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Figura 6: Quantificacdo das areas das Ulceras dérmicas em orelhas de coelhos. As ulceras foram
tratadas com o soro nas concentragdes de 1; 0,1 ¢ 0,01 % p/v e com o controle (solucdo salina) ao
longo do processo cicatricial. As analises foram feitas por meio de processamento de imagens, com
auxilio do software ImageJ, obtidas nos dias 0, 3, 6, 9 e 12 pds ferimento. Foram feitos 3 animais
distintos para cada concentracdo testada, sendo realizadas 4 ulceras em cada orelha (uma tratada com
controle e outra com o soro) (...l Soro 1 % p/v; A.....A Soro 0,1 % p/v; Soro 0,01 % p/v e
... W controle negativo NaCl 0,9% p/v; *= p<0,05).

A figura 6 mostra uma reducao significativa das areas das ulceras tratadas
com o0 soro no décimo segundo dia pés-ferimento em relagdo as ulceras néo
tratadas (grupo controle), principalmente para as concentragdes 0,1 e 0,01% p/v. Isto
indica uma aceleracdo do processo cicatricial como consequéncia da utilizacdo do
soro obtido do latex natural da seringueira em relagdo a utilizagdo de produtos
inertes como a solucdo salina. Observamos ainda que nas ulceras tratadas com o
soro na concentragdo de 0,01% p/v, houve uma diminui¢do significativa das areas
das feridas a partir do terceiro dia de tratamento, indicando uma maior eficiéncia na

aceleracao do processo cicatricial por esta concentracédo do soro.
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Estes resultados indicam fortemente a presenca de uma molécula com
estrutura polipeptidica, indutora do aumento da permeabilidade vascular (figura 4),
apresenta atividade angiogénica (figura 5) e aceleradora do processo cicatricial
(figura 6). Estas observagdes conduziram a necessidade de continuagdo do
trabalho, no sentido de purificar e caracterizar a proteina angiogénica e com

atividade cicatrizante presente no soro do latex natural.

IV.2-Purificacdo do soro do latex por cromatografia em coluna de

DEAE-celulose:

Em uma primeira etapa de purificacdo do soro, material extraido do latex
natural da seringueira pela coagulagédo da borracha, foi utilizado cromatografia em
resina de DEAE-celulose. Esta resina possui a caracteristica de comportar-se como
uma trocadora aniénica com alta capacidade de processamento de material. Possui
um baixo custo, ideal para uma purificagdo de extratos contendo altas quantidades
de proteinas, assim como outros componentes: carboidratos, lipideos, polifendis e
micelas de borracha, ndo removidas do soro pelo processo de coagulagao do latex e
filtragc&o.

O soro extraido do latex natural da seringueira Hevea brasiliensis (in
natura), teve a determinagdo da dosagem de proteinas realizada pelo método do
micro-biureto conforme descrito por (ltizhaki & Gill, 1964), apresentando a
concentragdo média de 0,36 mg/mL (£ 0,05), aplicando-se diretamente na coluna um

total de 720 mg de proteina (2,0 L de soro) a cada ciclo de purificagao.
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Apos a aplicacdo da amostra (2,0 L) estar completa, iniciava-se a eluicao
dos componentes do soro com o tampao de equilibrio (bicarbonato de aménio 0,01
M, pH=9,0; 1,5 L) seguindo-se de um gradiente descontinuo de eluigédo tipo “step-
wise” nas concentragdes de 0,15 M; 0,25 M e 1,5 M de NaCl no mesmo tampao de
bicarbonato de amoénio (0,01 M, pH=9,0; 1,5 L). A figura 7 apresenta o perfil
cromatografico obtido nesta etapa de purificagao.
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Figura 7: Cromatograma em DEAE-celulose. Perfil cromatografico do soro do latex pH=9,0 em
coluna DEAE-celulose (5,0 X 50,0cm), equilibrada com tampdo bicarbonato de amdnio 0,01 M,
pH=9,0. A eluicdo foi realizada em gradiente descontinuo e crescente de NaCl empregando-se um
fluxo de 7 ml/min., coletando-se 30 mL/tubo. O eluato foi monitorado em A=280 nm. As fragdes
foram designadas de FrHB1, FrHB2 e FrHB3, dialisadas contra 4gua destilada, liofilizadas e
armazenadas a —20 ° C para posteriores analises de atividades.

Ap0s a introdugéo do gradiente descontinuo de NaCl para eluicdo do material,
obteve-se 3 picos acompanhados pela leitura espectrofotométrica em A=280nm e
identificados como FrHB1, FrHB2 e FrHB3. Este material foi reunido, dialisado contra

agua destilada e liofilizado para posteriores testes de atividade.
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IV.2.2-Atividades biolbégicas sobre a permeabilidade vascular,
angiogénese, cicatrizacdo e proliferacdo celular das fragcfes obtidas na

cromatografia em DEAE-celulose:

IV.2.2.1- Aumento da permeabilidade vascular no teste de Miles em coelhos:

As fragcbes obtidas a partir da primeira etapa de purificagdo em DEAE-
celulose, dialisadas e liofilizadas, foram ressuspensas em solugao salina (NaCl 0,9%
p/v), na concentragcao de 5,0 mg/mL. Estas solug¢des tiveram seu conteudo protéico
determinado pelo de método de (Lowry et al., 1951) modificado por (Hartree, 1972).

O resultado deste estudo, apresentado na figura 8, é expresso em microlitros
de plasma (corante ligado as proteinas plasmaticas) extravasado por miligramas de
proteinas e para a analise estatistica realizada foi utilizado ANOVA de uma via pelo
método de multiplas comparagdes versus grupo controle (Método de Dunnett’s).

Pelo grafico observa-se uma maior atividade de aumento da permeabilidade
vascular na fracdo FrHB1, quando comparada as fragcbes FrHB2 e FrHB3. Estas
ultimas, também demonstraram capacidade de aumentar a permeabilidade vascular,

porém de forma nao significativa (p > 0,05).
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Figura 8: Estudo da atividade na permeabilidade vascular das fracfes obtidas da
cromatografia em DEAE-celulose. As amostras correspondem a: 1) FrHB1 (0.535 mg
de proteina/mL); 2) FrHB2 (3.53 mg de proteina/mL);  3) FrHB3 (4.17 mg de
proteina/mL) e 4) Salina (NaCl 0,9% p/v). Foram realizados 3 experimentos distintos
em triplicata de trés volumes diferentes (0,2; 0,1 ¢ 0,05 mL de amostra ou controle). (**
=p<0,01).

IV.2.2.2- Atividade angiogénica na membrana cério-alantdidea de ovos de

galinha embrionados:

As fragcdes obtidas a partir da cromatografia em DEAE-celulose foram
dissolvidas na propor¢ao de 2,5 mg/mL em agua destilada, segundo descrito em
materiais € métodos. Desta forma, 3 uL de cada solugao apresentando as seguintes
concentragdes protéicas: 1) FrHB1= 0,1 mg/mL; 2) FrHB2= 0,5 mg/mL e 3) FrHB3=
0,5 mg/mL; foram aplicadas, através dos discos de papel, sobre a MCA, assim como

o controle negativo (agua destilada).
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O resultado é apresentado na figura 9 onde, nas fotografias retiradas da
MCA, observa-se um aumento na vascularizagdo induzido pelas fragcdes FrHB1,
FrHB2 e FrHB3 em comparagdo com o controle (agua destilada). Observa-se,
também, uma maior atividade especifica na angiogénese induzida pela fragao
FrHB1, quando comparada ao controle e as fracbes FrHB2 e FrHB3.

Para se quantificar este aumento, processou-se a imagem através do
programa GIMP 1.2.4 de forma que a saturagéo, brilho e contraste permitissem uma
melhor visualizagdo dos vasos sanguineos. A andlise desta imagem foi realizada
com auxilio do programa ImageJ versao 1.28u capaz de separar intervalos de niveis
de intensidade e desta forma isolar e quantificar os pixels correspondentes aos
vasos sanguineos. A quantidade de pixels selecionados é proporcional ao nivel de
vascularizagdo do campo de imagem capturada. Esta propor¢céo é traduzida em
porcentagem pela quantidade de pixels referentes a rede vascular em relagdo ao

total de pixels da imagem analisada. Esta quantificagdo € apresentada na figura 10.
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Figura 9: Atividade angiogénica na MCA. 1:Controle Negativo (dgua destilada); 2: FrHB1 (0,3 mg
de proteina); 3: FrHB 2 (1,5 mg de proteina); 4: FrHB 3 (1,5 mg de proteina). Em cada ensaio, 3,0
uL de uma solugdo (2,5 mg/mL) foram aplicados, utilizando-se de discos de papel de filtro (0,5 cm de
didmetro) como suporte.
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Figura 10: Quantificacdo da atividade angiogénica apresentada pelas fracfes obtidas da
cromatografia em DEAE-celulose. As amostras ensaiadas sdo: Controle (agua destilada); FrHBI1
(0,3 mg de proteina); FrHB 2 (1,5 mg de proteina) e FrHB 3 (1,5 mg de proteina) (n=12
ovos/amostra; ** = p<0,01).
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Anélises histologicas da MCA de ovos embrionados tratados com as fragdes

FrHB1, FrHB2 e FrHB3:

A figura 11 demonstra o aspecto histolégico das MCAs, quando submetidas

ao efeito das fragbes FrHB1, FrHB2 e FrHB3, e sua consequente comparagdo ao

controle (4gua destilada).

Figura 11: Cortes histologicos das MCAs tratadas com as fragdes obtidas da cromatografia em
DEAE-celulose e coradas por HE. 1: Controle negativo (agua destilada); 2: FrHB1 (0,3 mg de
proteina); 3: FrHB2 (1,5 mg de proteina) ¢ 4: FrHB3 (1,5 mg de proteina). Ec=ectoderma;
ms=mesoderma; en=endoderma e as setas indicam vasos sanguineos. Aumento de 40X.
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Como pode ser observado, o tratamento com a fragdo FrHB1 (figura 11 — 2),
aumenta significativamente o numero de vasos proximos ao ectoderma enquanto no
mesénquima, ocorre um significativo espessamento da MCA, bem como do calibre

dos vasos, evidenciando um forte estimulo fibroblasico.

IV.2.2.3- Atividade cicatrizante da fracdo FrHB1 no modelo de ulcera dérmica

experimentalmente induzida em orelhas de coelhos:

De acordo com os resultados apresentados nos ensaios de indugdo da
permeabilidade vascular em coelhos e angiogénese na membrana cdério-alantoidea
de embrides de galinha, a fragcado FrHB1 demonstrou uma maior atividade especifica
em ambos 0s ensaios.

Desta forma, a fragdao FrBH1 foi escolhida para estudos de aceleragao da
cicatrizagdo no modelo de ulceras em orelhas de coelhos. Utilizando-se de gel de
carboximetilcelulose como veiculo, foram preparadas 3 concentragdes (1, 0,1 e
0,01% p/v) a serem testadas neste ensaio. Como controle negativo, 0 mesmo gel
misturado com solugao fisiolégica (NaCl 0,9% p/v) em uma proporgao de 1% v/v foi
utilizado nas ulceras experimentais confeccionadas na orelha esquerda de cada

animal.
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Figura 12: Cicatrizacdo no modelo de Ulcera dérmica em orelhas de coelhos. Fotografias obtidas
nos dias: 1 (I), 3 (I), 5 (III), 7 (IV) e 10 (v) apds a realizagdo das ulceras. O material FrHB 1 foi
incorporado em gél de carboximetilcelulose (1.5% p/v) nas concentragdes de 0,01% (D), 0.1% (C),
1.0% (B) e controle negativo (NaCl 0.9%) (A).

A figura 12 apresenta as imagens das fotografias das ulceras nos dias 1, 3, 5,
7 e 10 ap6s a confecgado das lesbes, submetidas ao tratamento com o controle e
com as diferentes concentragdes da fracdo FrHB1. O resultado apresentado
demonstra uma aceleracao do processo cicatricial nas ulceras tratadas com a fracao
em comparag¢ao com as ulceras tratadas com o controle. A quantificagdo das areas
ulceradas em cada imagem permite uma melhor visualizagdo do andamento do
processo de cicatrizagdo conforme demonstrado na figura 13. Esta quantificagao foi

realizada com auxilio do programa ImageJ verséo 1,28u.
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Figura 13: Quantificacdo das areas das Ulceras ao longo do processo cicatricial. As andlises
foram feitas por meio de processamento de imagens, com auxilio do software ImageJ, obtidas nos dias
1, 3,5, 7 e 10 pos ferimento. Foram feitos 3 animais distintos para cada concentragdo testada, sendo
realizadas 4 ulceras em cada orelha (uma tratada com controle € outra com o soro) (A.....A FrHBI
1,0 % p/v; W... M FrHB1 0,1% p/v; @....® FrHB1 0,01 % p/v ¢ W....A controle negativo NaCl 0,9%
p/v; *=p<0,05).

O grafico apresentado na figura 13 mostra o efeito da fragdo FrHB1 no
aceleramento do processo cicatricial nas diferentes concentragbes estudadas.
Observa-se que a fragao FrHB1, na concentragao de 0,01% p/v, reduziu a area da
lesdo a partir do terceiro dia de tratamento em comparagao ao grupo controle. Esta
reducdo da area ulcerada continuou sendo observada até o décimo dia,
apresentando desta forma, uma redugao do tempo necessario para o término do
processo cicatricial. A partir do sétimo dia de tratamento, ndo ocorreu diferenca
significativa na aceleragéo do processo cicatricial em relagéo as trés concentragdes

da FrHB1 utilizadas, mas alteraram significativamente em relagdo ao controle

(p=<0,01).
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Andlises histologicas das ulceras das orelhas de coelhos:

As Ulceras dérmicas foram analisadas, de forma geral, comparando-se a
reepitelizagcdo e a formagao do tecido de granulagdo das ulceras tratadas com a
fracdo FrHB1 e as tratadas com solugao fisiolégica (controle). Os cortes histolégicos
foram analisados nos dias experimentais 1, 3, 5, 7 e 10, sendo que até o terceiro dia,
nao houve reepitelizagcdo em ambos os grupos, enquanto que no décimo dia, todas
as ulceras encontravam-se completamente reepitelizadas. Assim, nos dias 5 e 7
puderam ser observadas diferengas na velocidade do processo devido ao
tratamento com a fracdo FrHB1 ou com o controle.

A figura 14 demonstra a evolugao histoldgica do processo de cicatrizagdo das
Ulceras tratadas com solugdo fisiolégica e com a fragdo FrHB1, de forma
comparativa. As imagens foram capturadas com o auxilio de um microscépio Leica

DFC, conectado a um sistema de captura de imagens digitais.
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CONTROLE FrHB1 0,01%

Figura 14: Andlises histolégicas das Ulceras em orelhas de coelhos. As tlceras foram tratadas com
controle (A, B, C, D e E) e com a fragdao FrHB1 0,01% p/v (1, 2, 3, 4 ¢ 5). As imagens foram obtidas
da regido central das tlceras nos dias 1 (A e 1),3(Be2),5(Ce3),7Ded4)e 10 (Eec)H).
Colora¢ao:Tricomo de Masson. Aumento de 40X.

76



Resultados

IV.2.2.4- Atividade indutora da proliferacdo de fibroblastos (HEK293T) da fragcdo

FrHB1:

Com o resultado observado apds estudo da atividade da fragdo FrHB1 na
MCA, onde ficou evidente um acentuado espessamento desta membrana,
consequéncia de um estimulo fibroplasico induzido pela FrHB1, procurou-se um
modelo, in vitro capaz de determinar e quantificar a real atividade da fracdo FrHB1
na proliferagao de fibroblastos.

A cultura de fibroblastos primarios, devido as sérias dificuldades,
principalmente relacionadas a contaminacao, foi preterida pela utilizagao de culturas
de células facilmente padronizadas e de facil manejo. Assim, a linhagem HEK293T
(human embryonic kidney), foi escolhida para os estudos de proliferagéo.

Tanto o soro quanto as trés fragbes obtidas da cromatografia em DEAE-
celulose foram testados em culturas de células HEK293T e avaliados pela suas
capacidades de induzirem a proliferagcao celular in vitro. Os testes foram realizados
de acordo com o procedimento apresentado no item IlI-13 de materiais e métodos

sendo o resultado demonstrado na figura 15.
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Figura 15: Atividade indutora da proliferacdo de células HEK293T em cultura. As amostras
foram ensaiadas em duas concentracdes protéicas (0,1 e 0,01 mg/mL). Nas placas, estas solugdes ainda
eram diluidas em uma razio de 1:100, sendo a concentragdo de atividade efetiva igual a 10% ¢ 10
mg/mL.A viabilidade celular ¢ apresentada por absorbancia em 570nm. Foram feitos 3 experimentos
individuais, em triplicata (** = p<0,01 e * = p<0,05).

O resultado demonstra uma inducao proliferativa exercida pela fragao FrHB1,
da ordem de até 56,5 + 4,6% para a concentragao de 0,01 mg/mL, enquanto que a
fracdo FrHB2 apresentou uma atividade de 41,5 + 1,1% na mesma concentragéo. Os
demais materiais testados, soro e fracdo FrHB3, apesar de ndao demonstrarem
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, apresentaram atividade de
inducédo proliferativa da ordem de 18,5 + 4,5% e 28,5 + 6,1%, respectivamente, nas
concentragdes de 0,01 mg/mL. Isto demonstra um aumento da atividade especifica
de pelo menos 30% da fracao purificada FrHB1 em relacdo ao soro, indicando um
processo eficiente em termos de purificagdo do material ativo na indugao de células
HEK293T. A atividade apresentada pelas fracbes FrHB2 e FrHB3 pode ser devido a
uma ligeira contaminagao destas fragdes pelo composto ativo presente na FrHB1.

O estudo de proliferagao celular por meio do MTT indica também, a auséncia

de citotoxicidade por parte do material ensaiado.
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IV.2.3- Caracterizagdo bioquimica da fracdo FrHB1 por analises em
eletroforese SDS-PAGE, eletroforese bidimensional, “western-blot” com

anticorpos anti-FGFb e anti-VEGF¢5 € espectrometria de massa:

IV.2.3.1- Perfil da fragdo FrHB1 em SDS-PAGE:

Para estudo da composi¢cao e acompanhamento da eficiéncia do processo de
purificacado, além dos estudos de atividades bioldgicas utilizou-se da metodologia de
eletroforese de proteinas nativas com SDS, com e sem a presenca de agentes

redutores (3-mercaptoetanol).
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Figura 16: Perfil eletroforético em PAGE -SDS a 15%, do material extraido do latex natural da
seringueira. P= padrdes de pesos moleculares; 1 € 2 = Soro total em diferentes quantidades protéicas
(5 e 10 pg de proteinas respectivamente); 3 ¢ 4 = FrHBO (material sem afinidade pela resina de
DEAE-celulose, 5 ¢ 10 ug respectivamente); 5, 6, 7 ¢ 8 = FrHBI1 (5, 5, 10 ¢ 10 pg de proteinas
respectivamente). Coloragdo com Comassie. Padroes de massa molecular: Soroalbumina bovina (66
KDa); Ovoalbumina (45 KDa); Gliceraldeido—3—fosfato desidrogenase de musculo de coelho (36
kDa); Anidrase carbonica (29 KDa); Tripsinogénio (24 KDa); Inibidor de tripsina (20 KDa); a-
Lactoalbumina (14,2 KDa) e Aprotinina (6,5 KDa).

Por meio de anadlise e processamento da imagem obtemos a seguinte

composic¢ao do soro e da fragao FrHB1, conforme apresentado na tabela 1.

Bandas ~50 kDa | ~46 kDa | ~34 kDa | ~30 kDa [ ~22 kDa [ ~20 kDa | ~18 kDa [ ~14 kDa
% no SORO | ~25 ~5 ~5 ~35 ~6 ~3 ~2 ~13
%naFrHB1 | ~64 -13 - - - - ~17 -

Tabela 1: Porcentagem das principais bandas protéicas na composicdo do soro (extrato bruto)
em comparacdo com a composicdo da fracdo purificada FrHB1. A porcentagem sdo dados
aproximativos obtidos por analise da imagem da eletroforese com a utilizagdo do software Imagel.
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Anélise de “western blot” da fragcdo FrHB1 com anti-FGFb e anti-VEGFs:

Conforme descrito no item 1lI-7 de materiais e métodos, a fracdo FrHB1 foi
submetida a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida, transferida para
membrana de nitrocelulose e incubada com anticorpos policlonais anti-VEGF g5 €
anti-FGFb. O resultado é apresentado na figura 17. Nesta figura observa-se que a
banda de proteina de PM~18 kDa da FrHB1 € a unica reconhecida pelo anticorpo
anti-FGFb enquanto nenhuma proteina presente no FrHB1 possui dominios de
reconhecimento pelo anticorpo anti-VEGF. O reconhecimento do antigeno pelo
anticorpo envolve ligagdes reversiveis ndo covalentes da fragdo variavel do
anticorpo com porg¢des especificas da macromolécula antigénica, denominados
epitopos (Abbas et al., 2005). Desta forma, este resultado confirma a presenga de
um dominio da proteina que serve de epitopo para a interacdo com este anticorpo,

especifico anti-FGF.
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Figura 17: Resultado do “western blot” utilizando-se de anticorpos anti-VEGF¢5 e anti-FGFb.
P = padrdes de pesos moleculares; 1 = Extrato bruto (soro); 2, 3, 4 ¢ 5 = FrHB1; 6 = FrHB1 incubada
com anticorpo anti-VEGFes; 7 = FrHB1 incubada com anticorpo anti-FGFb. Padrdes de massa
molecular: Soroalbumina bovina (66 KDa); Ovoalbumina (45 KDa); Gliceraldeido—3—fosfato
desidrogenase de musculo de coelho (36 kDa); Anidrase carbdnica (29 KDa); Tripsinogénio (24
KDa); Inibidor de tripsina (20 KDa); a-Lactoalbumina (14,2 KDa) e Aprotinina (6,5 KDa).

Eletroforese bi-dimensional da fracdo FrHB1 e “western blot” do gel bi-

dimensional com anticorpo anti-FGFb:

O estudo da identidade da proteina ativa, presente na fracdo FrHB1, capaz de
induzir a angiogénese e fibroplasia, iniciou-se com a analise do material em gel de

PAGE bi-dimensional de forma a obter-se a separacao de proteinas de acordo com
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suas propriedades de peso molecular e ponto isoelétrico. O perfil bi-dimensional da

amostra FrHB1 obtido € mostrado na figura 18.

pH3 398 474 517 549 579 613 670 8,04 925 10

-3

Figura 18: Perfil de eletroforese bi-dimensional obtido da fragdo FrHB1. A focalizagio isoelétrica
foi realizada em um gradiente de pH linear de 3-10. Os “spots” circulados foram separados para
estudos em espectrometria de massa MS e MS/MS. Coloragdo com coomassie brilhante blue G250.

O imunoblot obtido apds a incubagdo com anticorpo anti-FGFb é mostrado na
figura 19. Verifica-se que 8 bandas (“spots”) reagiram com o anticorpo. Na selegéo
destas proteinas, por duvidas devido a proximidade de localizagao, foram separados
mais 2 spots, além do spot 7 que demonstrou uma maior intensidade protéica. Desta
forma, foram analisadas por espectrometria de massa, buscando a identidade

protéica, 11 “spots” conforme demarcacgao apresentada na figura 18.
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Figura 19: Western-blot realizado com o anticorpo anti-FGFb. A fracdo FrHBI1, apds ter sido
submetida a corrida em eletroforese bi-dimensional, conforme demonstrado na figura 18. A membrana
foi incubada com anticorpo anti-FGFb e os complexos antigenos-anticorpos formados foram
detectados por anticorpos conjugados com peroxidase.

Analises por espectrometria de massa (MS e MS/MS) dos spots 1-11, obtidos

da fracdo FrHB1 submetida a eletroforese bi-dimensional e “western-blot”:

Com o objetivo de identificar as proteinas detectadas pela reacéo de
“‘western-blot” com o anticorpo anti-FGFb, os spots selecionados foram recortados e

submetidos a processamento conforme descrito no item I11-8 de materiais e métodos.
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Os espectros obtidos com os 11 spots selecionados estao apresentados nas figuras

de 20 a 30.
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Figura 20: Espectro de massa referente ao spotl obtido na eletroforese bidimensional da fracio
FrHB1
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Figura 21: Espectro de massa referente ao spot 2 obtido na eletroforese bidimensiona da fracéo

FrHBI.
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Amostra 3:
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Figura 22:

Espectro de massa referente ao spot 3 obtido na eletroforese bidimensional da fragéo
FrHB1.
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Figura 23: Espectro de massa referente ao spot4 obtido na eletroforese bidimensional da fragédo
FrHB1.
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Amostra 5:
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Figura 24: Espectro de massa referente ao spot5 obtido na eletroforese bidimensional da fragéo

FrHB1.
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Figura 25: Espectro de massa referente ao spot6 obtido na eletroforese bidimensional da fragéo

FrHB1.
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Amostra 7
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Figura 26: Espectro de massa referente ao spot7 obtido na eletroforese bidimensional da fracao
FrHB1.
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Figura 27: Espectro de massa referente ao spot8 obtido na eletroforese bidimensional da fracéo
FrHBL.
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Figura 28: Espectro de massa referente ao spot9 obtido na eletroforese bidimensional da fragédo
FrHB1.
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Figura 29: Espectro de massa referente ao spot10 obtido na eletroforese bidimensional da fracéo
FrHBL1.
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Amostra 11;
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Figura 30: Espectro de massa referente ao spotll obtido na eletroforese bidimensional da fracéo
FrHBL.

Todos os spots (proteinas) foram selecionados de acordo com a detecg¢ao
pelo anticorpo anti-FGFb, exceto os spots 3, 4 e 5, que apresentaram duvida de
localizagéo e proximidade, e o spot 7, que apesar de nao ter sido reconhecido pelo
anticorpo, foi selecionado por apresentar-se como uma banda caracteristica de
maior densidade e por isso, possivelmente, presente em maior quantidade na fracao
FrHB1. O processamento e busca em banco de dados desses espectros identificou
0 spoté como uma chaperonina de 60kDa. As outras amostras n&o apresentaram
identidade com nenhuma das proteinas presentes no banco de dados MSDB,
datado de 10 de Agosto de 2007, pela analise realizada com o programa Mascot..

O nao reconhecimento dos outros “spots” pode ser devido ao baixo numero
de proteinas de origem vegetal depositados nos atuais bancos de dados publicos de
sequéncias. Atualmente, em todos os bancos de dados de proteinas publicos

disponiveis, em relagdo a Hevea brasiliensis, foram depositados ndo mais do que
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200 proteinas, compreendendo, principalmente enzimas da classe das poli-

isoprenases (polimerases) e proteinas alergénicas (www.expasy.org em 22/02/08).

I\VV.3-Cromatografia em HPLC da fracao FrHB1:

Devido a auséncia de resultados conclusivos a respeito da caracterizacido das
proteinas referente aos spots reagentes com o anticorpo anti-FGFb, optamos por um
novo procedimento de purificacdo da componente ativo, utilizando-se de HPLC
(Cromatografia Liquida a Alta Pressao) que apresenta alta eficiéncia de separagao.

Apos os estudos de atividade referentes as trés fragcdes obtidas da etapa de
purificacdo em DEAE celulose, a fragao de maior atividade, a FrHB1 foi ressuspensa
em tampéo fosfato 0,01 M (pH=7,8) e aplicada no HPLC.

Nesta segunda etapa do processo de purificacdo foi utilizada uma coluna
analitica (Asahipak ES 502-NP). O material FrHB1, na concentracédo de 5 mg/mL
dissolvido em tampéo fosfato (0,01M pH=7,8) foi aplicado na coluna e eluido com
gradiente apresentado pela seguinte programacdo: 100% de tampdo A (Fosfato
0,01M, pH= 7,8) por 10 min., de 0 a 100% do tampéao B (Fosfato 0,01 M, NaCL 1 M,
pH=7,8) em 45 min. e 100% tamp&o B por 10 min., fluxo de 6,0 mL/min.). As fragbes
obtidas foram denominadas FrHB 1.1, FrHB 1.2 e FrHB 1.3, dialisadas, liofilizadas e
analisadas em SDS-PAGE, conforme estdo demonstrados nas figuras 31 e 32. A

atividade angiogénica destas fragées é demonstrada na figura 33.
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Figura 31: Perfil cromatografico obtido em HPLC no segundo passo de purificacdo da proteina
angiogénica. O tempo de elui¢do da FrHB1.1 é 51 min. correspondendo a 59 % de tampao B,
enquanto o da FrHB1.2 ¢ 53 min. (63 % de tampao B). FrHB1.3 coincide com o pool de proteinas

restantes.
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Figura 32: Perfil eletroforético em SDS-PAGE. As fragdes obtidas da cromatografia em HPLC
foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE 15% em condi¢des ndo desnaturantes (A) e tratadas com
B-Mercaptoetanol (B), comparadas com padrées de peso molecular. Padroes de massa molecular:
Ovoalbumina, PM = 45.000; Anidrase Carbdnica, PM = 30.000; Inibidor de tripsina, PM = 20.000;
RNAse, PM = 13,700 e Citocromo C, PM = 12.400.
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\ | v
Figura 33: Atividade angiogénica na MCA. 1: FrHB1.1 (3 uL da solu¢do 2,5 mg/mL); 2: FrHB1.2
(3 uL da solucdo 2,5 mg/mL; 3: FrHB 1.3 (3 pL da solugdo 2,5 mg/mL). Foi utilizado discos de papel
de filtro (0,5 mm de didmetro) como veiculo.

Os resultados demonstram uma maior atividade apresentada pela proteina
FrHb1.2. De acordo com os géis de eletroforese, esta proteina apresenta-se
homogénea, composta por uma banda unica de aproximadamente 20.000 Da de
massa molecular. Esta proteina se decompde em uma banda unica e homogénea de
aproximadamente 10.000 Da com a presenga do redutor B-mercaptoetanol, que
reduz as ligagcbes covalentes S-S (pontes dissulfeto),gue mantém cadeias
polipeptidicas unidas. Isto pode predizer a presenca de uma estrutura homodimérica,
ou seja, uma proteina composta de duas cadeias polipeptidicas idénticas. Estes
dados excluem a possibilidade de identificacdo cruzada com a proteina alergénica
pro-heveina (20 kDa, PI=5,6) e seus fragmentos proteoliticos, hevein (4,7 kDa e
Pl1=4,9 ) e fragmento c-terminal (14,9 kDa, PI1=6,4 ) que sao polipetideos de cadeia
unica (Posch et al., 1997).

O material obtido da cromatografia em HPLC foi liofilizado e ressuspenso em
agua destilada, na concentragdo de 2,5 mg/mL, para estudos de atividade
angiogénica na membrana corio-alantéidea de embrides de galinha. Os resultados

destes estudos sao demonstrados na figura 33 e sua quantificagao na figura 34 .
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Figura 34: Quantificacdo da atividade angiogénica das fracGes obtidas em HPLC apds
processamento e analises de imagens. Foram aplicados 3 pL de cada amostra previalmente
preparada numa concentra¢io de 2,5 mg/mL e esterilizada em filtros Milex ® 0,22 um. (** = p<0,01;
n=08 testes/grupo).

Somente a fracdo FrHB1.2 apresentou atividade angiogénica significativa em
relagdo ao grupo controle. Estes resultados indicam a proteina FrHB1.2 como
responsavel pela atividade angiogénica do material e possivelmente pela atividade
fibroplasica. Indicam ainda que esta mesma proteina apresenta-se constituida de

duas cadeias polipeptidicas de PM ~10 kDa, possivelmente homodiméricas, Pl ~5,3.
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V- DISCUSSAOQ:

A compreensao do processo de reparo no organismo é de grande importancia
na busca de substancias que possam favorecer a restauracio tecidual de maneira
rapida e adequada. De todas as fases e eventos observados no processo de reparo
tecidual, a angiogénese parece comportar-se como uma variavel limitante para a
resolugao da lesdo, sendo, para alguns, considerada condigdo essencial para este
processo (Arnold & West, 1991).

Como o latex natural polimerizado na forma de biomembrana mostrava-se
possuidor de propriedades angiogénicas e cicatrizantes, sendo utilizadas como
curativos bioativos indutores da cicatrizagdo (biocure®), o objetivo, neste trabalho,
foi o isolamento e a caracterizacdo bioquimica da proteina responsavel pela
atividade angiogénica e proliferativa apresentada pelo latex natural da seringueira
Hevea brasiliensis (Frade et al., 2001; Frade, 2003).

Num primeiro instante, foi necessaria a determinagao da natureza quimica
do material ativo extraido do latex natural da seringueira. Estudos preliminares
realizados com a biomembrana confeccionada a partir do latex natural, por (Mrué,
2000), demonstraram que este material perdia a atividade angiogénica quando era
aquecido a 110 °C por uma hora e apds incubacdo com a enzima proteinaseK,
sugerindo que a atividade angiogénica poderia ser mediada por uma proteina (Frade
et al., 2001; Frade, 2003). Através de observagdes “in vivo”, relatou-se a perda da
atividade cicatrizante deste material, quando o mesmo era exposto a altas

temperaturas de secagem (>100 °C). Estas observagbes sugeriam uma natureza
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protéica do componente ativo, presente no material. Os estudos referentes a
caracterizagao quimica e a atividade angiogénica do extrato bruto do latex natural da
seringueira, € parte deste trabalho bem como a purificagédo e identificagdo quimica,
através de procedimentos adequados, da proteina responsavel pela agao
aceleradora do processo de cicatrizagao presente no material.

Ensaios in vivo para estudos da indugéo da permeabilidade vascular (teste
de Miles) no dorso de coelho, realizado com o extrato bruto (soro), obtido da
coagulagao do latex natural e consequente separagao das fases sodlida (borracha) e
liquida (extrato protéico) identificaram uma atividade significativa por parte deste
material. Esta atividade, em concordancia com as observagdes supra-citadas, ficava
reduzida quando o material era submetido a procedimentos desnaturantes como
aquecimento @ 100 °C por uma hora e incubagdo com enzima proteolitica
(ProteinaseK). Estes resultados apresentados na figura 4 demonstram um carater
protéico do componente ativo, presente no latex natural, capaz de aumentar a
permeabilidade vascular sendo um possivel interferente no processo cicatricial
(Mendonga, 2004).

O mesmo material, soro, foi testado quanto a sua capacidade angiogénica
na MCA e de acelerar o processo cicatricial no modelo de ulcera dérmica nas
orelhas de coelhos. Em ambos os ensaios os resultados foram positivos conforme
pode ser observado nas figuras 5 e 6. Na figura 5, hd um estimulo de
aproximadamente 50% referentes a uma quantidade de 0,9 pg de soro liofilizado,
enquanto no modelo das ulceras, a cicatrizagao total tem seu tempo reduzido em
cerca de 3 dias para a concentracao de 0,01 % p/v (apresentado na figura 6).

Com a comprovagao destas atividades, por parte do extrato bruto (soro)

obtido do latex natural da seringueira, deu-se inicio as etapas de purificacdo e

97



DISCUSSAO

caracterizagao do componente responsavel pelas atividades descritas e interferente
com 0 processo cicatricial.

Segundo (Alfenas, 1998) um dos problemas encontrados na extracédo e
purificacdo de proteinas de origem vegetal é a presenca de compostos fendlicos
liberados durante a maceracido do tecido ou, no caso, durante a ruptura do tecido
lenhoso para obtencdo do latex natural. Com a utilizacdo da DEAE-celulose,
objetivava-se a resolugéo deste problema, eliminando-se os polifendis ja na primeira
etapa de purificagao.

Para analise de atividade das fragcbes obtidas, assim como para
acompanhamento do processo de purificacdo do material, foram escolhidas, da
mesma forma que para o soro, as atividades de aumento da permeabilidade
vascular (teste de Miles), indugdo da angiogénese na MCA e aceleramento do
processo de cicatrizacdo no modelo de ulcera dérmica nas orelhas de coelho. Com
os resultados obtidos no estudo da angiogénese na MCA, onde foi observado, nos
estudos histologicos, um espessamento da membrana cério-alantéidea, induzido
pela fracdo FrHB1 (figura 11), indicando estimulo a proliferacdo de fibroblastos,
optou-se pela utilizacdo de ensaios in vitro de avaliagao desta atividade em células
HEK-293T.

Tanto o teste de Miles, quanto o ensaio de indugdo angiogénica na MCA
constituem-se de métodos de baixo custo, sensiveis, de facil implantacdo na rotina
laboratorial e de grande eficiéncia na analise, tanto do aumento da permeabilidade
vascular, quanto da atividade angiogénica, caracterizando os materiais testados
conforme sua acéo in vivo.

De uma forma geral, no teste de Miles, o corante azul de Evans liga-se, de

forma nao covalente, as proteinas plasmaticas e seu extravasamento do leito dos
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vasos, ligado a proteinas plasmaticas, pode ser quantificado, apés algum tempo, no
tecido, onde foi realizado o teste. (Nagy et al., 2008).

Este método tem a desvantagem de nédo distinguir as proteinas ligadas ao
corante realmente extravasadas pelo aumento da permeabilidade vascular (Mrué,
2000) daquele presente dentro do lumen vascular na regidao do tecido analisado,
bem como o retorno das moléculas extravasadas ao leito vascular ou linfatico,
durante o periodo de tempo de estudo (30 minutos). Apesar disto, o teste de Miles é
de grande valia no estudo de moléculas que aumentam a permeabilidade vascular
na fase inflamatéria do processo de cicatrizacdo. Nesta fase, principalmente,
fibrinogénio, membros da cascata de coagulagdo, fatores de crescimento e
quimioatrativos, necessitam da inducdo da hipermeabilidade vascular para alcancgar
o tecido lesado onde agirao (Dvorak et al., 1981; Nagy et al., 2008).

O mecanismo pelo qual as principais substancias indutoras do aumento da
permeabilidade vascular atuam ainda é desconhecido e alvo de muitos estudos.
Alguns pesquisadores propdéem que as células endoteliais teriam sua contragéo
induzidas pelos agentes permeabilizantes, formando espacgos (gaps) intercelulares,
de tamanho suficiente para permitir o extravasamento de proteinas plasmaticas
(Majno et al., 1969; Nagy et al., 2008). Mais recentemente, a descoberta de uma
estrutura no endotélio venoso, a organela vesiculo-vacuolar, ofereceu uma via trans-
endotelial alternativa para o extravasamento de proteinas plasmaticas em resposta a
fatores de permeabilidade (Dvorak et al., 1996; Feng et al., 2000; Nagy et al., 2008).

Assim, os resultados apresentados na figura 8 demonstram que a fragéo
FrHB1 é capaz de aumentar, significativamente, a permeabilidade vascular de forma
semelhante ao que é observado, principalmente , em estudos do VEGF (Senger et

al., 1990; Dvorak, 2002).
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O ensaio da membrana cério-alantéidea em ovos de galinha ja vem sendo
usado ha muito tempo, como um ensaio de atividade angiogénica in Vvivo.
Investigagdes prévias tém demonstrado que o método € sensivel, de baixo custo e
facil execucdo, mas devem ser realizados com determinados cuidados
experimentais, de forma a se evitar reagdes inflamatdrias inespecificas (Jakob et al.,
1978). Por exemplo, fragmentos de casca do ovo ocasionalmente podem produzir
uma reacgao inflamatéria, levando a um resultado “falso positivo” na MCA (Folkman,
1985).

No ensaio da MCA, a densa rede vascular da membrana respiratéria do
embrido da galinha € usada como uma regido sensivel aos estimulos angiogénicos e
anti-angiogénicos. A MCA consiste de trés camadas: a camada ectodérmica, mais
externa e que exibe um denso plexo de capilares sanguineos, estavel a partir do
décimo segundo dia de desenvolvimento (sem mitoses); a camada mesenquimal,
intermediaria, onde estdo as grandes veias, vasos linfaticos e artériolas; e uma
camada endodérmica mais interna, ausente de vasos sanguineos (Ausprunk et al.,
1974; Olivo et al., 1992).

Na utilizagdo dos ensaios angiogénicos na MCA a principal dificuldade
encontra-se na distincdo entre os capilares neo-formados, induzidos pela atividade
da substancia teste e os ja presentes na rede capilar da propria MCA. Além disso,
devido a alta sensibilidade a tensdo de oxigénio faz-se necessario um eficiente
processo de vedagao da janela de manipulagdo no ovo com fita adesiva (Auerbach
et al., 2000; Staton et al., 2004).

O grau de angiogénese neste ensaio pode ser expresso pelos termos
“fortemente positivo”, “fracamente positivo” e negativo. Porém, o processo de

quantificacdo por analise de imagem da rede vascular é possivel, eliminando a
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subjetividade da analise. Neste método, o numero de vasos é quantificado através
do numero de pixels, na imagem analisada, correspondentes aos vasos sanguineos
(Jakob & Voss, 1984; Voss et al., 1984).

Os resultados apresentados nas figuras 9 e 10 demonstram uma maior
atividade angiogénica da fragdo FrHB1 formando uma rede vascular de forma radial
a partir do local onde foi aplicado o material. A quantificacdo desta atividade foi feita
pela analise dos pixels/vasos conforme demonstrada na figura 10. Muitas
substancias ja foram identificadas como indutores do aumento da permeabilidade
vascular e angiogénica, incluindo o VEGF, TGF-B, angiogenina, angiotropina e
angiopoetina-1 (Dvorak et al., 1995; Folkman & D'amore, 1996; Ferrara, 2001). A
maioria destas substancias apresenta identidade protéica, constituindo-se de
polipeptideos diversos.

A angiogenese € um processo que requer varias etapas, dentre elas, a
divisdo e migracéo das células endoteliais, degradagdo da membrana basal original
e sintese de uma nova membrana basal, organizagdo do lumen vascular (formagéo
do tubo) e aquisicdo dos pericitos, aléem de outros passos ainda nao identificados
(Dvorak, 2005). Apos a degradacgao proteolitica da matriz extracelular segue-se a
migragdo quimiotatica e proliferagdo das células endoteliais, formag¢do do lumen e
maturagao funcional do endotélio. Quase todos os fatores angiogénicos conhecidos
induzem uma ou mais destas etapas, em estudos com células endoteliais in vitro,
mas ainda é incerto como agem in vivo (Risau, 1997).

A importédncia da angiogénese e consequente formagdo do tecido de
granulacdo no processo de cicatrizagdo s&o inquestionaveis, mas sua coordenagéo

com muitos outros eventos durante as fases de inflamagdo, proliferacdo e
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remodelagem é condicao essencial para o sucesso e conclusdo do processo (Arnold
& West, 1991).

A identidade protéica do componente ativo no latex pode sugerir uma
possivel homologia funcional entre esta substancia e fatores de crescimento, ja
muito estudados e descritos na literatura cientifica, como VEGF, TGF-a, FGF dentre
outros. Além disso, quando se observa atenciosamente o processo de coleta do
latex, na planta (Hevea brasiliensis), ocorrem eventos semelhantes aos que sao
descritos durante o processo de reparo de lesées. Ou seja, no ato da coleta do latex,
ha a necessidade de se realizar incisdes através da casca da planta, lesionando o
tecido vegetal. O latex, extraido desta forma, €& composto pelo conteudo
citoplasmatico de células laticiferas que formam vasos especializados organizados
ao redor do floema (Kush et al., 1990). Este fluido, denominado latex natural, ao se
coagular, apresenta a funcéo principal de estancar a perda da seiva, isolando o
tecido lesado do ambiente e estimular o processo de restauragédo do tecido vegetal
lesado, funcdo semelhante a exercida pelas plaquetas dos vertebrados.

De acordo com os resultados apresentados nos ensaios de inducdo da
permeabilidade vascular em coelhos e angiogénese na membrana coério-alantoidea
de embrides de galinha, a fragcdo FrHB1 demonstrou uma maior atividade especifica
em ambos 0s ensaios.

Assim o ensaio de cicatrizagdo de ulceras dérmicas em orelhas de coelhos
apresentado nas figuras 12 e 13 demonstram que a fragdo FrHB1 apresenta uma
capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas nestes modelos,
principalmente na concentragcéo de 0,01% p/v.

O modelo de ulcera dérmica experimental em orelhas de coelhos permite uma

precisa, reprodutivel e compreensivel analise de cada um dos processos referentes
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ao reparo (reepitelizacdo, angiogenese e deposicado de matriz). Possui ainda a
vantagem de ser um modelo n&do contratil, muito proximo do que ocorre durante o
processo de cicatrizacdo de feridas crénicas dos membros inferiores do homem
(Mustoe et al.,, 1991; Pierce et al.,, 1992). O acompanhamento histolégico do
processo acrescenta informacdes importantes a despeito da atividade dos
compostos estudados.

As analises histolégicas das MCAs demonstram um efeito indutor de
fibroplasia apresentado, principalmente, pela fragdo FrHB1, responsavel pelo
espessamento mesenquimal, principalmente, na regido de contato direto com o
veiculo. Além disso, o estimulo angiogénico foi evidenciado pela presenca de
NuUMerosos vasos sanguineos, principalmente junto ao ectoderma. O espessamento
dos vasos presentes no mesoderma, também foi observado. Com um menor grau de
fibroplasia, as demais fracbes FrHB2 e FrHB3 também apresentaram aumento do
numero de vasos sanguineos no ectoderma em comparagdo com o grupo controle,
porém, com uma densidade vascular menor que a observada na fracdo FrHB1.

Neste estudo, o aumento do numero de vasos é semelhante ao que ocorre
quando da aplicacdo do VEGF g5 na MCA, diferindo no fato de que o VEGF g5 ndo
provoca o espessamento mesenquimal, com o aumento do depdsito de matriz
extracelular na MCA (Wilting et al., 1992).

O tratamento da MCA com a fracdo FrHB1, induziu a proliferacdo dos
fibroblastos no espagco mesenquimal (figura 11-2), que contrasta com os resultados
obtidos nos ensaios do VEGFs5. Alguns fatores de crescimento, como o FGF- e
PDGF, apesar de nao apresentarem atividade no aumento do numero de vasos

sanguineos na MCA, mostram-se capazes de aumentar a espessura da membrana,
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por estimulacdo do aumento de deposicdo da matriz extracelular e/ou indugdo da
proliferacédo de fibroblastos (Wilting et al., 1991; Wilting et al., 1992).

A indugdo de numerosos capilares sanguineos pela FrHB1, ocorreu,
principalmente, na membrana ectodérmica e no tecido mesenquimal vizinho
enquanto 0s maiores vasos sanguineos se encerram no estroma mesenquimal
(figura 11-2).

Outra alteracdo observada nas MCAs submetidas a atividade da fracao
FrHB1, foi o espessamento da parede endotelial dos grandes vasos sanguineos.
Este processo esta intimamente ligado a angiogénese, na formagao da estrutura
tubular dos novos vasos sanguineos (Ferrara, 1995).

As histologias das ulceras dérmicas, por sua vez, foram analisadas, de forma
geral, comparando-se a reepitelizacdo e a formagao do tecido de granulagdo das
ulceras tratadas com a fragdo FrHB1 e as tratadas com solugao fisiolégica (controle)
(figura 14). Os cortes histoldgicos foram analisados nos dias experimentais 1, 3, 5, 7
e 10, sendo que até o terceiro dia, ndo houve reepitelizagdo em ambos os grupos,
enquanto que no décimo dia, todas as Uulceras tratadas com a fragcdo FrHB1
encontravam-se completamente reepitelizadas. Assim, nos dias 5 e 7 puderam ser
observadas diferengas significativas na velocidade do processo devido ao
tratamento com a fracdo FrHB1 em relagao ao controle.

No primeiro dia de experimento, pode-se observar nos estudos histoldgicos,
uma grande quantidade de polimorfonucleares e hemacias na regido central da
ulcera, dentro da rede de fibrina. Esta caracteristica € apresentada de forma similar
pelos grupos tratados tanto com a solugao fisiolégica quanto com a fracédo FrHB1. A
diferenca encontra-se no fato da rede de fibrina apresentar-se de forma mais

organizada no grupo tratado com a fragcao FrHB1 em comparagao ao grupo controle.
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No terceiro dia de experimento, as Uulceras tratadas com o controle
apresentam uma menor quantidade de polimorfonucleares, presentes,
principalmente, na regidao superficial da lesdo. No fundo da ulcera ainda encontra-se
um numero elevado de hemacias. Também é observada uma maior organizagao da
rede de fibrina com uma invasao de fibroblastos e apreciavel numero de vasos
sanguineos dirigindo-se para a regiao da lesdo. Por outro lado, além de uma maior
organizacgao na rede de fibrina apresentada pelo grupo tratado com a fragdo FrHB1,
pode-se observar uma maior quantidade de fibras colagenas.

No quinto dia de experimento, as ulceras controle tratadas com salina,
apresentaram uma crosta de células mortas, abaixo da qual, a rede de fibrina
mostra-se bem estruturada, com a presenca de polimorfonuclares e outras células
sanguineas. Passa a ser notada a presenca de fibras colagenas no fundo da lesdo e
o epitélio normal apresenta crescimento pelas bordas laterais em dire¢cao ao fundo
da ulcera. Vasos sanguineos sao praticamente inexistentes assemelhando-se ao
terceiro dia das ulceras tratadas com a fragao FrHB1. Estas por sua vez, no quinto
dia de experimento, apresentam a rede de fibrina que recobria a ulcera, organizada
em laminas que partem do fundo até a superficie da lesdo. A quantidade de vasos
sanguineos e espessura da rede de fibras conjuntivas no fundo da Uulcera se
acentuam em relacao ao terceiro dia de experimento. Além disso, o epitélio nativo
ultrapassa a borda e cresce em diregdo ao fundo da ulcera sob a camada conjuntiva
neo-formada, o que nao é observado nas ulceras tratadas com o controle.

No sétimo dia, nas ulceras tratadas com o controle, observa-se que o epitélio
esta se refazendo sob a crosta da lesdo apresentando muitos vasos sanguineos. A
substituicdo da rede de fibrina pelo tecido conjuntivo apresenta-se em estagio

avangado, porém nao ha uma recomposi¢ao do tecido conjuntivo sob o epitélio da
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area ulcerada. Nas Ulceras tratadas com a fracado FrHB1, o epitélio encontra-se
totalmente refeito sob a crosta de fibrina, que se apresenta muito contraida e com a
formacao de papilas de forma semelhante as existentes no epitélio nativo. Todo o
espaco ulcerado encontra-se preenchido por fibras colagenas com uma grande
profusdo de vasos neo-formados em seu interior.

No décimo dia, nas Uulceras controle, o epitélio apresenta-se totalmente
refeito, cobrindo toda a regido ulcerada com aspecto similar ao nativo, com papilas e
foliculos pilosos. As presengas de vasos sanguineos e fibras conjuntivas sao nitidas,
porém o tecido conjuntivo neo-formado ainda ndo se iguala aquele sob o epitélio
original. No caso das ulceras tratadas com a fragdo FrHB1 o tecido apresenta-se
totalmente refeito, com um epitélio muito similar ao original, com caracteristica de
maior espessura e apresentando papilas, foliculos pilosos e glandulas sebaceas. O
tecido conjuntivo sub-epitelial mostra-se muito similar ao nativo e , assim como o
controle, uma regiao regenerada mais elevada que o normal era observado.

ApoOs a realizagao das analises histologicas das MCA que demonstraram um
acentuado espessamento, consequéncia da fibroplasia nas membranas submetidas
a acao angiogénica da FrHB1, procurou-se um modelo, in vitro capaz de determinar
e quantificar a atividade da fracdo FrHB1 na proliferacado de fibroblastos.

Os resultados apresentados na figura 15 demonstram uma capacidade
indutora de proliferacdo de células HEK293T apresentada, principalmente, pela
fracdo FrHB1 da ordem de aproximadamente 60%. A fragdo FrHB2 também
mostrou-se indutora da proliferagdo, porém com uma atividade de cerca de 35%. O
soro, por sua vez, apresentou certa tendéncia a proliferagcéo, nao significativa pelas

analises estatisticas realizadas.
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E interessante salientar que, em todas as fragdes analisadas, assim como no
soro, o resultado designou como concentragao mais efetiva da proliferacéo celular a
de 1 yg/mL em comparagdo com a 10 ug/mL (concentragao final no pogo) também
ensaiada. Estes resultados podem ser devido a presenca de inibidores presentes na
fracdo visto que nenhuma das fracbes ensaiadas em culturas, apresentou efeito
citotoxico.

O FGF é um potente fator angiogénico e mitogénico de células
mesénquimais. Age diretamente sobre os receptores tirosina quinase presentes na
membrana plasmatica das células endoteliais induzindo a proliferacdo destas e
consequentemente, a angiogénese. Em fibroblastos, este fator estimula a
proliferacdo e producédo de colageno (Zittermann & Issekutz, 2006). Como a fragao
FrHB1 é angiogénica, mostrou-se fibroblasica na MCA e estimula, significativamente,
a proliferacado de células HEK293T, semelhantes a fibroblastos, procuramos, através
da metodologia de “western-blot”, verificar a possibilidade da existéncia de algum
epitopo na molécula da FrHB1 que reconhecesse os anticorpos anti-FGFb e/ou anti-
VEGF+s. Conforme pode ser visto na figura 17, o “western-blot” levou ao
reconhecimento de uma banda unica na regiao de 18 kDa pelo anti-FGFb e nenhum
reconhecimento pelo anti-VEGF 4¢s.

A técnica da eletroforese bidimensional foi primeiramente descrita por
(O'farrell, 1975). Através da combinagao da focalizagao isoelétrica e da eletroforese
em gel de poliacrilamida, a técnica permite a separacéao, detecgao e quantificacéo de
milhares de proteinas simultaneamente presentes em uma amostra complexa, além
de revelar modificacbes pos-traducionais. Estas caracteristicas permitiram a
deteccdo de um numero maior de proteinas na fracdo FrHB1 que o previsto

inicialmente (figura 18).
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O “western blot”, por sua vez, permitiu selecionar um numero reduzido de
possiveis proteinas a serem analisadas por analises de espectrometria de massa,
buscando suas identificagdes e homologias. O resultado do “western blot” é
apresentado na figura 19. Com esta ferramenta, foi possivel a selecdo de 11
proteinas (spots) que foram analisadas por espectrometria de massa com o objetivo
de buscar suas identidades. Novamente, a marcacdo de uma banda, bem delineada
de PM ~20 kDa e Pl ~ 5,3 chamou a atencdo, além das demais proteinas que
também apresentaram reatividade com o anticorpo anti-FGF.

As analises por espectrometria de massa e busca do resultado em bancos de
dados de proteinas, identificou o “spot” 6 como uma chaperonina de 60 kDa. As
chaperoninas sao uma familia de proteinas de sequéncias moleculares relacionadas
as chaperonas, essenciais para o enovelamento tridimensional de outras proteinas
sob condicdes normais ou de stress celular. Porém, outras fungbes, como por
exemplo, sinalizadores moleculares, tém sido relatadas. Este é o caso da
Chaperonina 60 do microorganismo Mycobacterium tuberculosis (também conhecida
como Hsp65) que além de ser conhecida como a principal proteina imunogénica em
pacientes com tuberculose, tem a capacidade de estimular mondcitos humanos a
secretarem, durante a inflamagao aguda, citocinas proé-inflamatérias, interleucina-13
(IL-1B), e fator de necrose tumoral — a (TNF-a) (Friedland et al., 1993; Maguire et al.,
2002). Desta forma, esta proteina de PM=60 kDa, deve ser melhor purificada e
ensaiada para os testes de angiogenése e cicatrizagao.

As figuras 20 a 30 apresentam os espectros obtidos de cada uma das
amostras submetidas a digestao triptica, separacao dos peptideos e detecgdo dos

peptideos. Os perfis permitem identificar a presenca de peptideos resultantes da
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digestdo o que comprova eficiéncia metodoldgica utilizada, limitada somente em
termos de identificacao.

A espectrometria de massa foi escolhida para estas analises por ser,
provavelmente, a mais versatil e abrangente técnica analitica disponivel a quimica e
bioquimica. Ela mede, rapidamente, com grande preciséao e sensibilidade, a massa
molecular de atomos ou moléculas em Dalton (Da), a partir da razdo entre a massa e
a carga de moléculas ionizadas (m/z) (Dass, 2001). O sucesso dos métodos de
ionizacdo, MALDI e ESI, e o desenvolvimento de analisadores de massa em
sequéncia (tandem), levaram a um grande aumento na resolugao e sensibilidade do
método, tornando-o uma ferramenta obrigatéria nas analises estruturais e quimicas
de peptideos e proteinas. Os espectrometros de massa atuais permitem selecionar
uma s6 molécula ionizada, fragmenta-la (colisdo com um gas inerte) e através de
analise das massas dos fragmentos, conhecer a estrutura da molécula original. Isto
permite, por exemplo, determinar a sequéncia de aminoacidos de um peptideo ou
uma alteragdo quimica especifica em algum residuo de aminoacido (Patterson &
Aebersold, 2003; Steen & Mann, 2004).

Outro resultado interessante apresentado na figura 16 que em conjunto com a
tabela 1 demonstra que a fracao FrHB1 apresenta-se impura, sendo constituida de,
principalmente, 3 bandas de distintos pesos moleculares: ~50 kDa (64%); ~46 kDa
(13%) e ~18 kDa (17%). A banda na regido de 18 kDa apresenta especial interesse,
visto que no latex natural da seringueira é descrita a existéncia de uma proteina
alergénica de massa molecular 20kDa, chamada de pro-heveina. Esta proteina
apresenta-se descrita na literatura como composta por uma cadeia polipeptidica
unica de 19,6 kDa, Pl = 5,6, a qual, apés uma clivagem proteolitica, da origem a

duas outras proteinas alergénicas denominadas heveina (PM = 4,7 kDa e Pl =4,9) e
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a porcao C-terminal desta clivagem (PM= 14,9 kDa e PI = 6,4) (Posch et al., 1997;
Yeang et al., 2002).

Devido ao insucesso na identificagdo da proteina angiogénica, o
prosseguimento do processo de purificagdo utilizou-se de cromatografia de troca
ibnica com eficiéncia maximizada pela metodologia HPLC de onde se obteve trés
novas fragcdes protéicas. Estas fragdes foram analisadas em eletroforese e sua
atividade determinada em ensaios de angiogénese na MCA.

Os resultados apresentados nas figuras 33 e 34 indicam a proteina FrHB1.2
como responsavel pela atividade angiogénica do material e, possivelmente, também
pela atividade fibroplasica. Indicam ainda que esta mesma proteina apresenta-se
constituida de duas cadeias polipeptidicas de PM~10 kDa, possivelmente

homodiméricas, conforme demonstrado na figura 32.
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VI- CONCLUSOES:

O primeiro passo de purificagdo da proteina angiogénica do latex natural em
DEAE-celulose apresentou alta eficiéncia de separacao protéica, excelente
reprodutibilidade e baixo custo, o que permite uma possivel utilizagdo para
produgcao em larga escala.

Dentre as fragbes obtidas pela cromatografia em DEAE-celulose, a fragéao
FrHB1 apresentou maior atividade indutora do aumento da permeabilidade
vascular, angiogénese, aceleradora do processo cicatricial e indutora de
proliferacdo de células Hek293T.

Os ensaios de atividade utilizados para caracterizacdo da proteina
mostraram-se eficazes, reprodutiveis e abrangentes a todo o processo de
cicatrizacao.

A separagao de proteinas presentes na fragdo FrHB1 pela metodologia de
eletroforese bidimensional, em conjunto com a deteccdo da reatividade ao
anticorpo anti-FGF, permitiu a selecdo de 10 proteinas reativas ao anticorpo.
As analises espectrométricas identificou no spot6 a presengca de uma
chaperonina de 60 kDa que apresenta fun¢gdées no processo inflamatorio digna
de maiores estudos de purificacdo e mecanismos de acao.

A auséncia de bancos de dados especificos para vegetais, principalmente,
para a Hevea brasiliensis, limitou a identificacdo da estrutura primaria das
proteinas reativas ao anticorpo.

O segundo passo de purificagdo em HPLC demonstrou alta eficiéncia de

separacgao, boa reprodutibilidade.
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e Identificacdo uma proteina angiogénica no modelo da MCA, homodimérica,
que apresenta PM~20kDa, PI~5,3, e constituida de duas cadeias

polipeptidicas de PM ~10 kDa.
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ANEXO 1




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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