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RESUMO 

 

 

A atividade cicatrizante tópica da fração P1G10, derivada do látex de C. 

candamarcensis, foi demonstrada por nosso grupo em modelos de dermoabrasão e 

queimadura. Temos indícios que essa atividade se dê pela somatória/sinergismo de 

ações debridante e mitogênica, não descartando a possibilidade de outras, como por 

exemplo, a ação das cisteíno proteases contidas na fração sobre o processo 

inflamatório, já que este constitui uma das fases da cicatrização. No presente 

estudo, foram avaliados parâmetros de inflamação aguda (formação de edema e 

recrutamento celular) e crônica (angiogênese) na presença de P1G10 com o objetivo 

de estudar a participação da mesma sobre o processo inflamatório. A administração 

local da fração P1G10 na pata de ratos Holtzman (0,1 e 1 mg/pata) induziu efeito 

edematogênico dose-dependente (0,7 ± 0,1 e 1,2 ± 0,1 ml, respectivamente, 

p<0,05), com pico máximo na primeira hora, e tendo como mediadores envolvidos 

histamina, serotonina e prostaglandinas. Além disso, o tratamento, sistêmico com a 

fração com doses superiores a 5 mg/kg apresentou efeito antiedematogênico 

durante a terceira e quarta hora (0,4 ± 0,02; 0,42 ± 0,00, respectivamente, p<0,05) 

independente da atividade proteolítica. A injeção intraperitonial (0,5 mg/cavidade) de 

P1G10 induziu um recrutamento de leucócitos (33,2 ± 5,6 x 10-5 céls/ml, p<0,05), 

constituído principalmente de neutrófilos, sendo esse efeito dependente de sua ação 

proteolítica. Entretanto, o pré-tratamento sistêmico com a fração (1 mg/kg) inibiu (2,2 

± 0,4 x 10-5 céls/ml, p<0,05) o recrutamento celular para a cavidade peritonial 

induzido pela carragenina. (4,8 ± 0,6 x 10-5 céls/ml, p<0,05) Por fim, a administração 

da fração proteolítica (0,05 mg/implante) em  implante subcutâneo de esponja 

promoveu vascularização com um aumento da quantidade de macrófagos (1,3 ± 0,5 

µg/Hb/mg, p<0,05), sendo esse efeito independente de sua atividade proteolítica. O 

tratamento sistêmico com P1G10, por sua vez, não mostrou qualquer atividade 

sobre a formação de novos vasos nas doses investigadas (0,5 e 5 mg/kg). Uma vez 

que ficou aqui demonstrada à ação de P1G10 sobre eventos do processo 

inflamatório importantes na reparação tecidual, sugerimos que esses efeitos aliados 

às atividades debridante e mitogênica contribuem para a cicatrização cutânea 

promovida pela fração. 

Palavras-chave: Cicatrização. Inflamação. Protease.  
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ABSTRACT 

 

The topical healing activity of P1G10 fraction, derived from the latex of C. 

candamarcensis, has been demonstrated by our group in models of dermabrasion 

and burn. We have evidence that this activity results forma combination of debriding 

and mitogenic actions on the target. However, we cannot rule out the possibility of 

other are involved on the therapeutic effect observed. In this study, we assessed the 

acute parameters (edema, cell recruitment) and chronic inflammation (angiogenesis) 

in the presence of P1G10, to determine its influence on the inflammatory process. 

Local administration of P1G10 in the paw of Holtzman rats (0.1 and 1 mg / paw) 

induced a dose-dependent edematogenic effect (0.7 ± 0.1 and 1.2 ± 0.1 ml 

respectively, p<0.05), with the maximum peak attained within the first hour. 

Histamine, serotonin and prostaglandins were to be the modulators involved in this 

effect. Moreover, systemic pre-treatment with P1G10 at doses higher than 5 mg/kg 

induced edematogenic effect during the third and forth hour (0.4 ± 0.02; 0.42 ± 0.00, 

respectively, p<0.05). The edematogenic effect does not depend on the proteolytic 

activity of the fraction, as the iodoacetic inhibited enzyme preserve this effect. 

Intraperitoneal injection (0.5 mg/cavity) of P1G10 induced leukocytes recruitment 

(33.2 ± 5.6 x 10-5 cells/ml, p<0.05), consisting mainly of neutrophils, but, this effect 

depends on the proteolytic activity of the fraction. When P1G10 (1mg/kg) was given 

systemically it inhibited (2.2 ± 0.4 x 10-5 cells / ml, p <0.05) cell recruitment into the 

peritoneal cavity previously induced by carrageenan (4.8 ± 0.6 x 10-5 cells / ml, p 

<0.05). Finally, administration of the proteolytic fraction (0.05 mg/implant) in 

subcutaneous sponge implants promoted vascularization, accompanied by an 

increase in the amount of macrophages at the implant site (1.3 ± 0.5 µg/Hb/mg, 

p<0.05), this effect being independent of P1G10 proteolytic action. The systemic 

treatment with P1G10, however, did not significantly increase the formation of new 

blood vessels, at (0.5 and 5 mg/kg). Since a modulatory activity of P1G10 on 

inflammatory events, which relevant to tissue repair were demonstrated here, we 

suggest that these effects, combined with the debriding and mitogenic actions of the 

fraction, contribute to the skin healing activity of P1G10. 

Key-words: Cicatrization. Inflammation. Proteases. 
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1- Introdução 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (2003), nas últimas duas décadas, 

o interesse nos fitoterápicos cresceu de modo surpreendente nos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (RATES et al., 2001; BASSO et al., 2005). 

Devido à importância e ao aumento na utilização desse tipo de medicamento, 

pesquisas vêm sendo realizadas para investigar atividades farmacológicas, como a 

cicatrizante, antiinflamatória e antitumoral através da utilização de diversas partes 

das plantas, sendo mais comumente relatado na literatura, o extrato bruto, frações, o 

óleo essencial provenientes das folhas, bem como componentes químicos isolados 

(DE CARVALHO JÚNIOR et al., 2005).  

Atualmente já se encontram fitoterápicos disponíveis no mercado. Dentre os 

quais, podemos citar, a Arnica montana L. utilizada por apresentar atividades 

farmacológicas como analgésica, antiinflamatória e antimicrobiana e o Cogumelo-do-

Sol (Agaricus blazei), indicado como estimulador do sistema imunológico 

(FIRENZUOLI et al., 2007; MIZUNO et al., 2005). Além disso, já foram descritas 

substâncias isoladas com atividade analgésica (morfina e congêneres) e 

quimioterápicos aplicados no tratamento do câncer (vimblastina e vincristina) 

(citados em O’HARA et al., 1998, HOAREAU & DASILVA 1999).  

Apesar da grande quantidade de medicamentos de origem vegetal existentes 

no mercado, ainda não se encontram fármacos naturais com atividade cicatrizante 

eficaz. Tendo em vista essa deficiência, vários trabalhos de pesquisa vêm sendo 

elaborados visando não apenas o melhor tratamento, mas também alcançar a 

compreensão do complexo processo de cicatrização (BORGES, E. L. et al., 2000). 

No processo de cicatrização das feridas, as tentativas humanas com o uso de 

plantas no processo de reparo, se promovem desde o antigo Egito (3000 a 2500 ac) 

que utilizava o mel, fios de linho e diversos outros tipos de incremento no tratamento 

das lesões. As técnicas de Hipócrates (450 a 370 ac), como exemplo, foram 

fundamentais no princípio do tratamento de feridas. Além de implantar a 

manutenção da limpeza da área lesionada, sugeriu a irrigação de toda região com 

água corrente limpa, de preferência, previamente fervida, bem como, o uso do vinho 

e vinagre (extraído do fruto de Vitis sp.) (revisado por ANDRADE, 1999).  
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Em 1774, Scheele, químico sueco descobriu o cloro. O hipoclorito foi utilizado 

entre os anos de 1820 e 1830, como relatou o francês Labarraque, em 

descontaminação de feridas de superfícies; assim como as soluções de iodo 

utilizadas entre 1861 e 1865 (FERNANDES, 2000).  

Entre o final de 1840 e a segunda Guerra Mundial foi incorporada a utilização 

de anti-sépticos e agentes tópicos com ação antimicrobiana, bem como, a proteção 

ao tratamento de feridas com coberturas secas. Este fato ocorreu como 

conseqüência às descobertas de Pasteur sobre a “Teoria dos germes”. Lister, em 

agosto de 1865, correlacionando sua prática com os achados de Pasteur, utilizou 

para tratamento de uma ferida exposta, a limpeza da mesma com água fenicada e 

curativo de algodão embebido em ácido fênico a 10%, com bons resultados. Sua 

iniciativa diminuiu os índices de gangrena e amputações em pacientes com tal 

agravo nas enfermarias de cirurgia da Universidade de Glasgow. Porém, o ácido 

fênico pode provocar desde um eritema até a necrose dos tecidos, dependendo do 

tempo de contato e da concentração das soluções, devido à sua propriedade 

queratolítica (rompimento das pontes de enxofre da queratina) e conseqüente poder 

de absorção rápida pela pele, com possibilidade de causar severas queimaduras, 

tendo assim, seu uso descontinuado (RIERA, 1969) 

No final do século XIX e início do XX, as idéias sobre microorganismos de 

Pasteur começaram a ser aceitas e aplicadas no tratamento de feridas, havendo 

uma preocupação em cobri-las para protegê-las das contaminações e infecções 

(EAGLSTEIN, 1990). O uso do álcool tornou-se mais comum, assim como dos anti-

sépticos metálicos. Por volta de 1920, surgiram os mercúrios orgânicos, como o 

mercúrio cromo, em substituição aos inorgânicos, para os quais as bactérias já 

haviam desenvolvidos resistência. A prata foi largamente disseminada nessa época 

para tratamento de feridas por queimaduras. Também, sais inorgânicos de alguns 

metais foram utilizados, como zinco, ferro e alumínio (ANDRADE, SEWARD & 

MELO, 1992) 

A partir do século XX, surgiram os antibióticos tópicos, bem como as 

pomadas de corticóides. A solução de hipoclorito foi novamente introduzida para a 

limpeza de feridas em 1915, por Dakin (SIQUEIRA JÚNIOR, MORAES & LOPES, 

1999), mas posteriormente contra-indicada em decorrência de seus efeitos 

deletérios aos fibroblastos, ceratinócitos e células endoteliais vasculares, além de 

provocar dor (LAXER & HANSBROUGH, 1991). O Ministério da Saúde do Brasil 
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contra indicou a utilização do hipoclorito, por ser tóxico e irritante às mucosas 

(GRAZIANO, SILVA & BIANCHI, 2000). 

Entre os anos de 1920 e 1940, surgiram as pomadas contendo enzimas, 

destinadas ao desbridamento enzimático das feridas. No decorrer desse século, 

outras soluções anti-sépticas foram utilizadas, tais como violeta de genciana, 

clorexidina, quartenários de amônio, polivinil-pirrolidona-iodo (PVP-I), entre outras. 

(ANDRADE, M.N.B. et al., 1992). 

A partir de 1950, experimentos realizados em animais, com o intuito de 

observar a cicatrização, resultaram em experiências revolucionárias sobre este 

processo. Roove demonstrou que um ambiente úmido, sem crosta, aumentava a 

migração de células epiteliais através do leito da ferida, facilitando o seu fechamento 

(FIELD, C.K. & KERSTEIN, M.D, 1994). A partir de então, o princípio da cicatrização 

úmida foi aceito, pois promovia interação direta com o ambiente da ferida 

(EAGLSTEIN, 1990).  

Pesquisas dos últimos anos demonstraram que as soluções anti-sépticas vêm 

causando mais transtornos do que benefícios no processo de cicatrização, por 

serem citotóxicas para fibroblastos, interferindo na formação de colágeno, 

retardando a epitelização e diminuindo a força tensional do tecido neoformado 

(DOUGHTY, D.B., 1992; GONZALEZ, L.M.C., 1997). 

O aumento do interesse de pesquisadores, indústrias farmacêuticas e a 

população em geral, em descobrirem uma forma de tratamento eficaz para o 

processo de cicatrização, incentivam um crescimento no número de estudos 

científicos sobre a utilização de fitoterápicos no processo de reparação tecidual.  

Nos dias atuais, a terapia tópica de feridas é fundamentada em pesquisas 

científicas sobre a fisiologia de reparação tecidual, e norteado pelos seguintes 

princípios: remoção de tecidos necróticos e corpos estranhos do leito da ferida 

(desbridamento), identificação e eliminação dos processos infecciosos, obliteração 

dos espaços mortos, manutenção do leito da ferida úmida, promoção do isolamento 

térmico e proteção da ferida de traumas e de invasão bacteriana, sendo que a 

limpeza e a cobertura caracterizam as etapas da terapia tópica (YAMADA, 1999). 

 

1.1-Processo de cicatrização tecidual 
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A cicatrização de lesões consiste em uma cascata de eventos celulares e 

moleculares que interagem para que ocorra a repavimentação e a reconstituição do 

tecido. Nesse processo estão envolvidos diversos fenômenos bioquímicos e 

fisiológicos de modo que seja garantida a restauração tecidual (BORGES, E.L & 

CHIANCA, T.C.M., 2000), ocorrendo de forma interdependente e simultânea 

(SANTOS, 2000). De um modo geral, são fenômenos que podem ser divididos em 

quatro fases: (1) uma fase de coagulação, de início imediato após o trauma, 

caracterizada pela formação de um tampão hemostático primário (crosta hemato-

fibrinosa), formado por plaquetas, ativação dos fatores de coagulação e liberação de 

mediadores químicos solúveis, responsáveis pelo desencadeamento dos estágios 

subseqüentes; (2) uma fase inflamatória, responsável por alterações vasculares e 

influxo de células inflamatórias (leucócitos polimorfonucleares, monócitos e 

linfócitos) para o sítio da lesão; (3) uma fase de proliferação, caracterizada pelo 

aumento de células endoteliais de pequenos vasos sanguíneos (angiogênese), 

fibroblastos e produção de matriz de colágeno, responsáveis pela formação do 

tecido de granulação, e início da proliferação de células epiteliais das camadas 

basais; e (4) uma fase reparadora, responsável pela remodelagem tecidual, com a 

substituição do tecido de granulação por tecido conjuntivo denso, e a recomposição 

celular da epiderme (PEREIRA, 2002; extraído de ROBINS et al.,2005).  

A fase inflamatória da cicatrização consiste em uma etapa de extrema 

importância no processo de reparo tecidual. Inicia-se imediatamente após a lesão, 

causando uma vasoconstrição por 5 a 10 minutos, inicialmente reflexa, propiciando o 

fechamento dos vasos lesionados. Em seguida, as células endoteliais retraem-se e 

perdem suas conexões, aumentando a permeabilidade vascular e permitindo a 

passagem dos elementos sangüíneos, como plasma, eritrócitos e leucócitos para o 

local da injúria. Este aumento de permeabilidade vascular, com extravasamento de 

elementos para o exterior do vaso forma um exsudato, cuja intensidade 

correlaciona-se com o tipo e grau de estímulo flogístico.  

Citado por Phillips et al. (1995) e Kumar et al.(2005), a resposta inflamatória 

ocorre no tecido conjuntivo vascularizado, no plasma, nas células circulantes, nos 

vasos sangüíneos e nos componentes extravasculares do tecido conjuntivo, 

manifestando-se pelos sinais clínicos de dor, calor, rubor e edema. Kumar et 

al.(2005), relataram que o edema inflamatório é a marca registrada da inflamação 

aguda; este fenômeno, associado ao aumento da pressão hidrostática secundária à 
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vasodilatação, resulta em uma acentuada perda de líquidos e a um acúmulo no 

tecido intersticial, o que caracteriza o edema. Ainda, conforme Garcia-Leme et 

al.(1973), o processo inflamatório é desenvolvido e mantido graças à liberação de 

mediadores químicos solúveis (aminas vasoativas, citocinas, fator de ativação 

plaquetária, radicais superóxidos e derivados do ácido araquidônico); destacando-

se, dentre estes, as citocinas (DINARELLO CA, WOLF SM., 1993). Neste sentido, 

para Mastorakos et al.(1993), as citocinas podem ser classificadas como 

antiinflamatórias ou pró-inflamatórias e, em alguns casos, com ambas ações 

(PEDERSEN BK, 2000), como acontece com a interleucina 6 (IL-6). Dentre as 

citocinas, que parecem ser importantes mediadores na resposta inflamatória aguda, 

destacam-se a classe de interleucina 1 (IL-1), que consiste de três polipeptídeos 

estruturalmente semelhantes; os dois primeiros polipeptídeos são representados 

pela interleucina 1 alfa (IL-1α) e interleucina 1 beta (IL-1β) e a terceiro é 

representado pelo antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1ra), além da IL-6 e 

o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) ( DINARELLO CA., 1991) . 

Juntamente com todas estas alterações, que correspondem à resposta 

vascular, existe uma resposta celular (DOUGHTY,D.B. , 1992). 

Algumas células são importantes nesta fase inflamatória da cicatrização: os 

neutrófilos são responsáveis pela eventual digestão de bactérias e tecidos 

desvitalizados e os monócitos diferenciam-se em macrófagos, por ação de fatores 

locais de diferenciação celular como o GM-CSF (LEE J,KIM Y,et al., 2008) e auxiliam 

na fagocitose de bactérias e restos celulares. Após a injúria tecidual, são liberados 

mediadores inflamatórios tais como tripsina, triptase e outras proteases, IL-1β, IFN-γ, 

VEGF, endostatina, peptídeos vasoativos e mediadores de origem lipídica, que irão 

auxiliar na regulação deste processo (CHEN et al., 1993, SUZUKI et al., 1995) 

O fator de crescimento tecidual é liberado pelas células epidérmicas e 

plaquetas. Alguns fatores de crescimento, mediadores e proteases têm sido 

estudados sobre suas influências na cicatrização de feridas. Já se sabe que as 

colagenases e outras proteases produzidas por macrófagos e células epidérmicas 

orientam as fibras colágenas difusas, facilitando assim, a formação de tecido de 

granulação que, posteriormente, será substituído por tecido conjuntivo (ABBA, 

1995). 

Nos últimos anos tem-se dado muita atenção ao papel desempenhado pelas 

enzimas proteolíticas de origem vegetal no processo de reparação dos tecidos 
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danificados e seu efeito na retirada de tecidos necróticos, desvitalizados e infectados 

da lesão (SANCHEZ et al., 1993, ROGENSKI et al., 1998). Desta forma, a papaína 

vem sendo utilizada há algum tempo em estudos clínicos, com resultados favoráveis 

(SANCHEZ et al., 1993, ROGENSKI et al., 1998). Esta enzima, de origem vegetal 

extraída da Carica papaya, é, após o seu preparo, um pó de cor leitosa, com odor 

forte e característico. Em um estudo experimental de reparação tecidual de feridas 

cutâneas utilizando a papaína a 2% foi observado o desenvolvimento de tecido de 

granulação mais exuberante, apresentando maior número de fibroblastos e fibras 

colágenas, em relação ao grupo controle. A papaína atuou de forma eficaz nas fases 

inicial e de fibroplasia das feridas tratadas (SANCHEZ et al., 1993). A solução de 

papaína a 2% é utilizada para promover a granulação e epitelização da ferida, e a 

10%, no desbridamento de tecido desvitalizado (SILVA, 2003).  

Estudos realizados por ROGENSKI et al., (1998) afirmam que a papaína não 

danifica os tecidos íntegros, em virtude da ação da antiprotease plasmática, a 

antitripsina 1, que impede a ação das proteases nos tecidos saudáveis, não 

interferindo na integridade do tecido viável, porém deve-se ter precaução com o 

produto da digestão desta enzima, ou seja, o exsudato da ferida contendo esta 

substância, pode ser irritativa sobre a pele íntegra, sendo necessária trocas 

freqüentes de curativos, para evitar lesões na pele ao redor da ferida. 

 

1.2-Látex de Caricaceae como fonte de proteases 

 

A família Caricaceae contém diversas espécies frutíferas, todas de origem 

americana. Esta família é composta por um grupo de vegetal de largo interesse 

comercial, pelo fato do látex extraído de seus frutos serem fonte tradicional de 

enzimas proteolíticas (BRAVO et al., 1994). Este látex é sintetizado por células 

especiais denominadas laticíferos que, além da síntese, também armazena o látex 

em seu citoplasma (KETWICK et al., 2001). Por isso, o núcleo e as organelas desta 

célula localizam-se perifericamente, pois a maior parte do citoplasma da célula é 

ocupada pelo látex. Quando a planta sofre um processo de injúria, as células que 

armazenam o látex se rompem e extravasam o conteúdo do citoplasma em tubos ou 

canais lacticíferos. Estes são os vasos nos quais passa o látex antes de ser 

extrusado da planta. Os canais lacticíferos são encontrados praticamente em toda a 

planta, exceto na raiz (MOUSSAOUI et al., 2001). 
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Dentre os componentes presentes e identificados no látex de Caricaceae, se 

destacam as quitinases, inibidores de serino proteases e cisteíno proteases 

(AZARKAN et. al., 2004). Uma das funções propostas para o látex na planta que o 

produz é sua participação na defesa contra patógenos. A presença de inibidores de 

serino proteases atuaria contra herbívoros, que inibiriam enzimas digestivas 

causando uma disfunção e aumentando a chance de evitar um ataque reincidente 

pelo mesmo inseto herbívoro (AZARKAN et al., 2004). Demonstrou-se, também, que 

as cisteíno proteases presentes no látex de Carica papaya possuem efeito tóxico 

sobre larvas de insetos herbívoros, sendo que larvas de lepidópteros acusaram 

efeitos tóxicos das proteases, os quais eram abolidos após tratamento das enzimas 

com inibidores da atividade proteolítica (HIRAYAMA et. al., 2004).  

Outro papel fisiológico proposto para as enzimas proteolíticas do látex de 

Caricaceae está relacionado com o mecanismo de coagulação do látex após um 

processo de injúria. Foi descrito haver modificações na composição de peptídeos 

presentes no látex de Carica papaya quando este foi coletado em intervalos de 

tempos diversos após a incisão do fruto imaturo desse vegetal. Os dados mostraram 

que durante a coagulação do látex, vários peptídeos são processados de uma 

maneira ordenada (SILVA et al., 1997). A ativação e processamento de proteases 

em seqüência e formação de coágulo no local da ferida sugerem um mecanismo de 

defesa e reparo tecidual similar ao encontrado em tecidos animais (MOUTIM et. al., 

1999). Além dessa observação, estudos demonstram que enzimas proteolíticas de 

origem vegetal podem agir como sinalizadoras na via de transdução em células de 

mamífero. Para exemplificar, podemos citar a bromelina (mistura de cisteíno 

proteinases em Ananus comosus) que age como reguladora celular a partir de 

interações específicas com receptores localizados na membrana de células alvos, 

bloqueando a via Ras/Map quinases. Dependendo da célula, estas proteinases 

poderão estar envolvidas em processos de proliferação celular, desenvolvimento, 

inflamação e angiogênese (DERY et al., 1998; MYNOTT et al., 1999). 

A partir do látex extraído de uma espécie de Caricaceae, a Carica papaya, 

obtém a papaína, que é a cisteino protease mais bem estudada até o momento, no 

que se refere à sua seqüência de aminoácidos, estrutura terciária e mecanismo de 

ação (YAMAMOTO et al., 1991). Esta protease apresenta utilizações comerciais em 

diversos processos industriais, tais como amaciante de carne, no curtimento de 

couros, clarificação de cervejas e solubilização de proteínas insolúveis (CASTRO, 
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1981; POULTER et al., 1985), da mesma forma que vem sendo empregada na 

clínica como adjuvante digestivo nas deficiências da digestão de proteínas e nas 

dispepsias por putrefação de alimentos no aparelho digestivo. Também é usada 

como substância antiulcerosa promovendo um processo de cicatrização no 

tratamento de feridas (CHEN et al., 1981; BEUTH et al., 2001). Foi observado que 

um grupo de proteases, do qual fazia parte a papaína, foi capaz de reduzir a 

disseminação de metástases de carcinoma de pulmão em camundongos (WALD et 

al., 1998), abrindo precedentes para o uso destas enzimas como substâncias 

antimetastáticas. Recentemente, uma mistura comercial de papaína com uréia tem 

sido amplamente empregada no processo de desbridamento enzimático de feridas 

(AYELLO et al., 2004).  

 

1.2.1- A espécie Carica candamarcensis 

 

Dentre aproximadamente 50 espécies que compõem a família Caricaceae, a 

Carica candamarcensis, nativa da América do Sul, é encontrada predominantemente 

em altitudes superiores a 1000 metros, principalmente na região andina. Esta planta 

é mais conhecida atualmente como Vasconcellea cundinamarcensis e, 

popularmente, como “mountain papaya” ou “mamão da montanha” (WALRAEVENS 

et al., 1999). Caracteriza-se morfologicamente por apresentar um tronco grosso que 

pode chegar até 10 metros de altura, sendo mais largo na base e, freqüentemente, 

ramificado na sua região apical, contendo uma coroa compacta de folhas nessa 

região. O fruto é elipsóide, de coloração amarelada quando maduro, possui cinco 

depressões largas e longitudinais, mede de 5 a 15 cm de comprimento e contém 

uma polpa delgada, aquosa e aromática, que somente pode ser consumida após o 

cozimento (LEON, 1987). 

No látex de C. candamarcensis se encontram carboidratos, vitaminas e 

peptídeos de baixo peso molecular (BAEZA et. al., 1990), além de enzimas do grupo 

das cisteíno proteases dotadas de atividade proteolítica superior às encontradas em 

C. papaya (BAEZA et al., 1990; BRAVO et al., 1994). 
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Figura 1- Planta e fruto da espécie Carica candamarcensis. 

 

1.3-Avaliação bioquímica e farmacológica do látex d e C. candamarcensis: 

 

Com base nas funções atribuídas ao látex de Caricaceae no processo de 

regeneração de injúrias na planta, participando na formação do coágulo e 

cicatrização, nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo da 

caracterização bioquímica e farmacológica de proteases do látex de C. 

candamarcensis, buscando uma aplicação medicamentosa como cicatrizante para 

esse produto ou seus derivados. A caracterização bioquímica dos componentes do 

látex teve início com a coleta do mesmo a partir de incisões no epicarpo de frutos 

imaturos da espécie. O látex foi liofilizado e submetido a uma separação 

cromatográfica, através da coluna de gel filtração Sephadex G-10, sendo assim 

obtidas cerca de 60 frações, que foram agrupadas em dois picos principais 

(denominadas frações P1G10 e P2G10) conforme o perfil protéico e nível de 

atividade amidásica (GOMES et al., 2005).  

Os experimentos iniciais com estas frações demonstraram que a fração 

P2G10 apresentava atividade mitogênica em fibroblastos, semelhante ao EGF, 

sendo esta atividade dependente de sua natureza proteolítica. (SILVA et al., 2003). 

De forma interessante, também foram obtidos e publicados pelo grupo resultados 

sobre a atividade mitogênica de duas proteases, agora purificadas em colunas CM 

Sephadex e Mono S, derivadas da fração P1G10 do látex (GOMES et al., 2005). 

Uma dessas frações - CC23a - mostrou ser uma proteinase com massa relativa de 

23.000 daltons, e estrutura monomérica determinada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE. Ao comparar a atividade proliferativa da CC23a com a 



 23 

papaína, se observa um estímulo proliferativo (<20 %), ao passo que o estímulo da 

CC23a é 4 vezes superior (resultados não publicados). As seqüências dessa 

proteína e de uma segunda, também obtida por cromatografia em MonoS, foram 

depositadas no NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=16118824 e 28401931). 

Também foi requerida a patente sobre estas proteases mitogênicas obtidas do látex 

de Carica candamarcensis, bem como a utilização das mesmas reservada aos 

professores pertencentes ao grupo de pesquisa liderado pelo professor Carlos 

Edmundo Salas, Miriam Teresa Paz Lopes e Abraham Schnidermann (US 

2006/0153830 A1) (SALAS et al., 2006). 

Resultados obtidos com a fração P1G10 do látex de C. candamarcensis 

apresentaram atividade cicatrizante evidenciável sobre escoriações promovidas em 

camundongos “Hairless”. O efeito foi dose dependente entre 0,1 e 1% da fração 

incorporada em creme Polawax, com taxa de cicatrização superior às lesões 

controle (MELLO et al., 2006; LEMOS et al, 2006). 

A neoformação vascular (angiogênese), etapa imprescindível da cicatrização 

por proporcionar o fornecimento de oxigênio e nutrientes necessários para 

sustentação do metabolismo celular e reparo tecidual, também foi avaliada com este 

derivado protéico. Para isso, implantes de polietileno previamente afixados na região 

subcutânea dorsal de camundongos Swiss receberam soluções de P1G10 nas 

concentrações de 0,1 e 1%. Após 8 dias de administração intra-implante, o conteúdo 

de hemoglobina presente nessas estruturas foi determinado. P1G10 a 0,1% 

promoveu um aumento de 57% na concentração de hemoglobina em relação ao 

controle. Por outro lado, a concentração de 1% provocou uma redução de 35%, o 

que pode ser explicado pela sobreposição da atividade proteolítica em relação à 

atividade mitogênica (MELLO, 2005). 

A avaliação da toxicidade tópica mostra que a exposição à fração protéica 

P1G10 nas concentrações de 0,1 e 1% em peles íntegras e escarificadas de 

camundongos “Hairless” não promoveu qualquer alteração que pudesse ser 

caracterizada como um efeito toxicológico (irritação e corrosão). Já a concentração 

de P1G10 a 10% apresentou um potencial irritante moderado sendo, no entanto, a 

irritação reversível após 5 dias da última aplicação (MELLO, 2005). A toxicidade 

tópica crônica dessa fração também foi avaliada, onde se aplicou, durante três e seis 

meses, P1G10 na concentração de 0,1% (maior efeito cicatrizante) em 
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camundongos Swiss previamente depilados. Os resultados da análise 

histopatológica e da variação de peso dos órgãos selecionados mostram que não 

houve diferenças entre o grupo controle (veículo - Polawax) e o tratado com P1G10, 

indicando uma ausência de toxicidade no modelo estudado (LEMOS et al., 2006). 

Visando a avaliação da capacidade de cicatrização em outros tecidos, a 

fração P1G10 foi submetida a ensaios de atividade antiulcerogênica através da 

determinação de seus efeitos cicatrizante gástrico e citoprotetor. Quando comparada 

aos medicamentos utilizados na clínica em suas respectivas doses experimentais 

ideais, ranitidina (100 mg/kg) e omeprazol (10 mg/kg), a fração protéica (10 mg/kg) 

foi capaz de promover cicatrização de lesões induzidas, localmente, por ácido 

acético similar (não diferente estatisticamente) à do grupo tratado com o omeprazol 

(63%) e superior ao apresentado pela ranitidina (52%). Já a atividade citoprotetora 

gástrica sobre úlceras agudas, induzidas pela administração subcutânea de 

indometacina - 50 mg/kg, mostram que P1G10 (v.o.) nas doses de 0,1; 1 e 10 mg/kg 

foi capaz de reduzir significativamente o índice de ulceração e o número de úlceras 

quando comparados aos controles, de modo dose-dependente (MELLO et al., 2006; 

2007).  

Estudos toxicológicos, realizados até o momento, demonstram que as 

atividades de algumas das enzimas do citocromo P450, o consumo alimentar, o 

ganho de peso corporal, o peso do fígado e os valores de proteínas totais 

microssomais encontrados nos grupos controle e tratado com P1G10 (334 mg/kg/dia 

durante 6 dias consecutivos, na dose total de 2 g/kg por via oral) não apresentam 

diferenças estatísticas significativas (MELLO, 2005). Além disso, os medicamentos 

atualmente utilizados – ranitidina e omeprazol - apresentam o inconveniente de 

alterar os parâmetros hepáticos e interagirem farmacocineticamente com outros 

fármacos. Também pudemos constatar que a fração P1G10 não apresenta efeito 

mutagênico avaliado pelo teste Ames (AMES et. al., 1973). O estudo foi feito com 

um painel de cepas de Salmonella typhimurium (TA 97, 98, 100 e 102), na presença 

e ausência de extrato S9 (extrato hepático de ratos tratados com fenobarbital). Os 

resultados mostraram que o número de colônias que sofreram reversão pelo 

tratamento com P1G10 (0,1 e 1% p/v) é semelhante ao de reversões espontâneas 

(controle negativo) e 10 vezes menores que o obtido após o tratamento com azida 

sódica (controle positivo) (dados não publicados). Essa ausência de toxicidade e de 

alterações nas enzimas hepáticas, aliada à comprovada atividade cicatrizante 
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(MELLO, 2005), coloca P1G10 como um promissor fármaco para o tratamento de 

cicatrizações de feridas bem como de úlceras gástricas. 

 Uma vez que nosso grupo mostrou atividade cicatrizante significativa 

promovida por fração proteolítica obtida do látex do fruto da Carica. candamarcensis, 

este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de indução da resposta pró e 

antiinflamatória de cisteíno proteases com atividade cicatrizante isolada do látex da 

C. candamarcensis (fração P1G10) em doses e vias de administrações variadas, 

utilizando modelos experimentais in vivo 
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2- OBJETIVOS 

 

2.1-Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial de indução da resposta pró e antiinflamatória de fração 

isolada do látex de C. candamarcensis (P1G10), utilizando modelos experimentais in 

vivo.  

 

2.2-Objetivos específicos:  

 

�  Determinar a capacidade indutora de resposta inflamatória e/ou 

antiinflamatória aguda de P1G10, através da medida do edema induzido na 

pata de ratos e da migração ou recrutamento celular em peritônio de 

camundongos; 

 

� Determinar os principais mediadores envolvidos no edema induzido por 

P1G10 em patas de ratos; 

 

� Determinar a capacidade indutora de resposta inflamatória e/ou 

antiinflamatória crônica (angiogênese) de P1G10, utilizando o modelo de 

implante de esponja subcutâneo em camundongos; 

 

� Avaliar o envolvimento da atividade proteolítica da fração P1G10, com o uso 

da fração inibida por iodoacetamida (IAA) nos efeitos acima pesquisados. 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 - MATERIAIS  

 

3.1.1 - Animais: 

Ratos Holtzman machos pesando entre 140-180 g, e camundongos Swiss 

machos, 20-25 g, foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo do ICB/UFMG 

(CEBIO). Os animais foram mantidos com água e ração ad libidum em ciclo claro-

escuro de 12/12 horas durante os experimentos. 

 

3.1.2 - Reagentes químicos: 

Difenidramina, Pizotifeno, Ditiotreitol (DTT), Iodoacetamida (IAA), Resina 

“Sephadex G-10”, Carragenina, HTAB (brometo de hexadeciltrimetilamônio), TMB 

(3,3’,5,5’ – tetrametilbenzidina), p-nitrofenil, Peroxidase e Indometacina - Sigma 

Chemical Co, St. Louis, MD, EUA . 

Dopalen (Ketamina 10%) e Xilasina 2% - Sespo Ind e Com. LTDA, Jacareí, 

SP, Brasil 

Etanol absoluto, Etileno-diamino-tetracetato dissódico- (EDTA) P.A. e Triton 

X-100 - Merck, Darmstadt, Alemanha . 

Reagente de hemoglobina - Labest, Lagoa Santa, MG, Brasil   

 

3.1.3 - Equipamentos: 

 

Agitador magnético modelo 252 - Fizatron Equip. Eletr. Lab., São Paulo, 

SP, Brasil 

Balança eletrônica semi-analíltica modelo. CT-200 - Ohaus Corporation, 

Hanover, NY, USA 

Balança eletrônica analítica modelo. MT-200 - Metter-Micronal Instrumentos 

S/A, São Paulo, SP, Brasil)   
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Centrífuga Excelsa 2 modelo. 205_N - Fanem-Fabr. Nac. Aparelhos 

eletrodomésticos, São Paulo, SP, Brasil 

Centrífuga refrigerada de média rotação, modelo. Z252MK equipada com 

rotor mos. 220.87.V01 - Hemle Labortechnik Maschinenfabrik Berthold Hermle 

AG, Gosheim, Germany 

Deionizador de água por meio de osmose reversa - Millipore Corporation, 

Bedford, MA, USA 

Espectrofotômetro de duplo feixe para faixas UV (ultra-violeta) e visível, 

modelo. UV-150-02 - Shimadzu Corporation, Kioto, Japan   

Espectrofotômetro do tipo leitor de placas de Elisa com 8 x 12 cavidades Bio 

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA. 

Estufa incubadora, munida de jaqueta de água e calibrada à temperatura de 

36,5º C, atmosfera com controle de umidade e contendo 5% (v/v) de CO2 - Nuaire 

Equipaments, Plymoth, MN, USA 

Homogeinizador Ultra-Turrax - Janke & Kunkel IKA- Labortenik, Germany 

Medidor de pH modelo. NT-PH2 - Analion Aparelhos e Sensores Ind. & 

Com., Ribeirão Preto, SP, Brasil 

Microscópio óptico Olympus linha CB - Micronal, São Paulo, SP, Brasil  

Microscópio óptico invertido modelo. CK2 - Olympus Corporation, Lake 

Succes, NY, USA 

Pletismomêtro (modelo 1750) - Ugo Basile, Itália 

 

3.1.4 - Demais materiais utilizados:  

 

Câmaras de Neubauer - Fenin-Optik, Blankenburg, Germany   

Discos de esponja de poliéster-poliuretano - Vitafoam Ltd., Manchester, UK   

Membranas de filtros de difluorido de polivinilidene 0,22 µm e suporte metálico 

para filtro, tubos cônicos para microcentrífuga tipo “Eppendorf”, com capacidade 

para 1,0, 1,5 e 2,0 ml - Millipore Corporation, Bedford, MA, USA  
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Placas multicavitadas 96 cavidades - Nunc Inter Méd A/S, Roskilde, 

Denmark 

Pipetas automáticos com a capacidade máxima de 20, 200 e 1000 µl - 

Gilson-Rainin Instruments Co., Emeryville, CA, USA e Eppendorf, Germany 

Ponteiras de polipropileno, tubos de polipropileno, com fundo cônico, de 15 e 

50 ml de capacidade e dotados de tampa - Cornig Incorporate, New York, NY, 

USA 

Tubo de polivinil PE160 - Biovida, Brasil  

 

3.1.5 – Soluções: 

 

Solução de Ácido Sulfúrico a 4M  

H2SO4 (18M)................................................................................115,00 ml 

Água destilada. ...........................................................................500,00 ml 

Solução de albumina 

Albumina bovina (Type V- Sigma).....................................................3,00 g 

Água destilada.............................................................................100,00 ml 

Solução anestésica Ketapun® 

Xilasina 75 mg.................................................................................3,75 ml 

Ketamina 500 mg……………………………………………………...10,00ml 

Solução detergente para o plestimômetro 

Cloreto de sódio................................................................................1,00 g 

Extran.................................................................................................0,05 l 

Água destilada. ..................................................................................2,00 l 

Solução de difenidramina 2 mg/kg 

Difenidramina...............................................................................10,00 mg 

Salina 0,9 %....................................................................................5,00 ml 
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Solução de dexametasona 0,5 mg/kg 

Dexametasona................................................................................5,00 mg 

PBS................................................................................................10,00 ml 

Solução de Drabkin 

Reagente de hemoglobina (KCN 500mg/dl)..................................10,00 ml 

Água destilada....................................................................................1,00 l 

Solução de HTAB (brometo de hexadeciltrimetilamônio ) 0,5%  

HTAB ................................................................................................0,10 g 

Tampão fosfato de sódio (80 mM e pH 5,4). ................................20,00 ml 

Solução de indometacina 2,0 mg/kg 

Indometacina................................................................................10,00 mg 

Tris pH 8,0...................................................................................... 5,00 ml 

Solução de pizotifeno 2 mg/kg 

Pizotifeno......................................................................................10,00 mg 

Salina 0,9 %....................................................................................5,00 ml 

Solução de p-nitrofenil-N-acetil- β-D-glicosamina a 2,24 M 

p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosamina..............................................0,76 mg 

Tampão citrato-fosfato.....................................................................1,00 ml  

Solução de p-nitrofenol a 0,4 mM 

p-nitrofenol...................................................................................27,82 mg 

Tampão citrato-fosfato pH 4,5. ...................................................500,00 ml 

Solução de peroxidase 

Peroxidase......................................................................1,00 mg (=200 U) 

Tampão fosfato de sódio . .............................................................2,00 ml 

Solução salina 0,9% 

Cloreto de sódio…………………………………………......…………..0,90 g 
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Água destilada............................................................................100,00 ml 

Solução de Triton X-100 a 0,1%  

Triton X-100.....................................................................................1,00 ml 

Salina 0,9%. ......................................................................................1,00 l 

Solução de Turk  

Violeta genciana.........................................................................100,00 mg 

Ácido acético glacial......................................................................30,00 ml 

Água destilada...............................................................................70,00 ml 

Tampão Tris  

Tris ...........................................................…...................................12,11 g 

Água destilada .........................................…...............................100,00 ml 

O pH foi ajustado para 8,0 com solução 1 M de NaOH 

Tampão citrato-fosfato  

Ácido Cítrico 0,1 M......................................................................300,00 ml 

Fosfato de sódio 0,1M.................................................................465,00 ml 

Tampão fosfato de sódio 160 mM 

Fosfato disódico (0,32M).................................................................3,00 ml 

Dihidrofosfato de sódio (0,32M)....................................................47,00 ml 

Água destilada. ...........................................................................100,00 ml 

O pH foi ajustado para 5,4 com solução 1 M de NaOH 

Tampão Glicina a 0,2M  

Glicina 0,8 M................................................................................100,00 ml 

Cloreto de sódio 0,8 M................................................................100,00 ml 

Óxido de sódio 0,8 M...................................................................100,00 ml 

O pH foi ajustado para 10,6 com solução de NaOH (1M) 

Tampão PBS sem EDTA pH 7,4: 

Fosfato dibásico de sódio P.A. ........................................................ 1,15 g 
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Fosfato monobásico de potássio P.A. ............................................. 0,25 g 

Cloreto de sódio .............................................................................. 8,20 g 

Cloreto de potássio ......................................................................... 0,20 g 

Água destilada................................................................................... 1,00 l  

O pH foi ajustado para 7,4 com solução de ácido fosfórico 0,1 M e o tampão 

esterilizado por autoclavação a 120°C durante 20 mi nutos. 

H2O2 (Peróxido de Hidrogênio) 1,2 M 

H2O2 (30% v/v)..................................................................................3,20 µl 

Tampão fosfato de sódio (80mM e pH 5,4). .................................50,00 ml 

TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina, 6,4 mM 

TMB................................................................................................1,54 mg 

DMSO.........................…………………….......................................1,00 ml 
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3.2 - MÉTODOS 

 

3.2.1-Obtenção da fração proteolítica P1G10 inibida  por iodoacetamida (IAA)  

 

A fração P1G10 inibida ou não por IAA foi produzida e cedida gentilmente 

pelo Professor Carlos Salas Bravo, pertencente ao Laboratório de Biologia Molecular 

de Produtos Naturais do Departamento de Bioquímica e Imunologia da Universidade 

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil. 

Durante todos os experimentos, foram utilizadas amostras de um único lote 

(604-04/06/2004). Estas foram mantidas em freezer com temperatura constante de - 

20ºC. As atividades amidásicas foram realizadas periodicamente para verificar a 

manutenção da atividade proteolítica da amostra em função do tempo. As soluções 

aquosas de P1G10 foram preparadas sempre no mesmo dia da realização dos 

experimentos, com o objetivo de manter a função das enzimas proteolíticas 

presentes na fração. 

 

3.2.2 - Avaliação dos efeitos da P1G10 inibida ou n ão por IAA sobre modelos 

experimentais de inflamação aguda e crônica 

 

3.2.2.1-Medida de edema em pata de ratos (WINTER et al.,1962) 

 

A mensuração do edema de pata consiste na imersão das patas posteriores 

de ratos Holtzman em uma solução detergente que preenche uma cubeta do 

hidroplestimômetro.  Nesse recipiente estão presentes eletrodos sensíveis a 

modificações de volume do conteúdo, que emitem um sinal elétrico, que é 

transformado e lido em um equipamento de leitura digital. Ao posicionar a pata do 

animal no nível adequado, aciona-se um pedal para que a medida do volume seja 

registrada. Assim, os volumes das patas introduzidas na cubeta podem ser lidos em 

ml. 
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Avaliação da indução de edema pela administração lo cal de P1G10 

 

Cada grupo experimental continha 5 animais. Cem µl de salina 0,9%, ou 

P1G10 (10-5-1mg / 100µl), ou P1G10 inibida por IAA (0,1 mg / 100 µl) ou Cg (100, e 

500 µg / 100 µl) foram injetadas por via i.pl nas patas posteriores direita dos animais. 

As patas contralaterais (esquerdas) foram injetadas com salina estéril. Nos animais 

controle foram administrados 100 µl de salina somente nas patas posteriores 

direitas. O volume das patas foi medido imediatamente antes da administração de 

qualquer uma das amostras (0 h) e ½, 1, 2, 3, 4, 6 e 24 h após a injeção das 

mesmas. Os resultados foram expressos pela média da diferença (pata direita – pata 

esquerda) do volume (ml) deslocado ± erro padrão da média (EPM). 

 

Avaliação da inibição do edema de pata através da a dministração sistêmica de 

P1G10 

 

O volume das patas posteriores esquerdas e direitas foram medidos, e então 

P1G10 (0,1, e 20 mg/kg), ou salina 0,9% estéril ou indometacina (2mg / kg) foram  

administrados em um volume de 100 µl / 100 g do peso do animal por via .s.c, uma 

hora antes da administração de Cg intraplantar (250 µg / 100 µl/pata). A metodologia 

e os tempos das medidas das variações do volume foram empregados como 

anteriormente.  

 

Determinação dos mediadores envolvidos no edema ind uzido por P1G10  

 

Para estudar a participação de mediadores inflamatórios no edema de pata 

induzido por P1G10 (dose edematogênica de 0,1 mg/pata), o volume das patas 

posteriores esquerdas e direitas foram medidos e administrados por via s.c.. 

Pizotifeno (2 mg/kg), (antagonista inespecífico de receptores de 5-HT), difenidramina 

(2 mg/kg), (inibidor inespecífico de receptores histamínicos) ou indometacina 2mg/kg 

(antagonista não específico de COX), salina 0,9% estéril e Tris pH 8,0 foram  

administrados em um volume de 100 µl/100g do peso do animal por via subcutânea, 
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uma hora antes da administração de  P1G10 (100 µl / pata direita) e salina 0,9% 

(100 µl / pata esquerda). A metodologia e os tempos das medidas das variações do 

volume foram empregados como descrito anteriormente, porém as medidas foram 

realizadas até a 4 h, uma vez que o pico máximo do efeito edematogênico da fração 

ocorre entre 30 min e 1 h. 

 

3.2.2.2 – Medida da migração celular para a cavidad e peritonial em 

camundongos 

 

Avaliação da migração celular induzida pela adminis tração intraperitonial de 

P1G10 

 

Como estímulo foi utilizado Cg 300 µg/200 µl positivo, salina estéril, e como 

teste, a fração P1G10 inibida ou não com IAA nas doses de 0,05 e 0,5 mg / 200µl 

ou, dexametasona (500 µg / kg) ou solução PBS. 

Após 3h da administração por via i.p. das amostras, os animais foram 

sacrificados em câmara de CO2. Foram injetadas 6 ml de PBS heparinizado (5 

U.I./.ml) na cavidade peritonial. A seguir, o fluido foi recolhido através da exposição 

do peritônio por um orifício, após leve massagem do abdômem. Os lavados 

peritoniais foram recolhidos (aproximadamente 90% do volume injetado) utilizando-

se pipetas plásticas de Pasteur, e adicionados em tubos plásticos de centrífuga. Os 

lavados foram centrifugados (1.200 rpm, 5 minutos a 4°C), os sobrenadantes 

descartados e os “pellets” suspendidos em 1 ml de solução de albumina 3% para a 

realização de contagens celulares posteriores sob microscopia ótica. O número total 

de células presentes em alíquotas de 20 µl da suspensão de células adicionadas a 

180 µl de líquido de Turk foi estimado através da contagem em câmara de 

Neubauer. Para a determinação dos tipos celulares presentes nestas suspensões, 

alíquotas de 100 µl dos lavados foram adicionados a 100 µl de albumina bovina 3% 

e processadas em cito-centrifuga, sendo que após secagem das lâminas em 

temperatura ambiente, foram submetidas à coloração pelo método May-Grumwald–

Giemsa e procedida à contagem diferencial das células através de microscopia 

ótica, em objetiva de imersão. 
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Avaliação da inibição da migração celular pela admi nistração sistêmica de 

P1G10 

 

Como medida da atividade antiinflamatória da fração P1G10, esta protease 

inibida ou não por IAA (0,1 mg/kg), dexametasona (0.5 mg/Kg) ou PBS foram 

administrados por via subcutânea, uma hora antes do desafio com Cg (300 

µg/cavidade, i.p.) e 3 h após, sacrificados e submetidos ao mesmo procedimento 

descrito anteriormente para obtenção, contagem e avaliação dos tipos celulares 

presentes. 

 

3.2.2.3 - Avaliação da atividade angiogênica 

 

A atividade angiogênica foi avaliada seguindo-se metodologia descrita por 

ANDRADE et al (1987). Desta forma, discos de esponja de poliéster-poliuretano 

medindo 8 mm de diâmetro por 5 mm de espessura foram usados como matriz para 

o crescimento do tecido fibrovascular. Um tubo de polivinil com diâmetro interno de 

1,14 mm, diâmetro externo de 1,57 mm e com 12 mm de altura foi preso com linha 

de sutura no centro da cada disco de tal forma que o tubo permanecesse 

perpendicular à face do disco de esponja. Os implantes (discos de esponja com a 

cânula) foram confeccionados e colocados em álcool 70% v/v por no mínimo 24 h 

antes da implantação e, posteriormente, lavados para a remoção do álcool e 

esterilizados por fervura em água destilada durante 20 min antes de serem 

introduzidos nos animais.  

Os animais foram previamente anestesiados com solução de Ketapun® i.p. e 

submetidos à tricotomia e assepsia da região dorsal com álcool 70ºGL. Os animais 

foram então transferidos para a mesa cirúrgica com controle da anestesia durante 

todo ato cirúrgico. O implante foi colocado assepticamente em uma bolsa 

subcutânea, a qual foi feita por dissecação com uma tesoura de ponta romba, por 1 

cm ao longo de uma incisão média dorsal. Posteriormente foi feita uma incisão de 2 
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mm na região interescapular do camundongo, permitindo a exteriorização da cânula. 

A incisão foi suturada com fio de nylon 3.0 usando ponto Donatti.  

Os animais receberam 0,2 ml de solução de P1G10, nas doses de 0,5 e 5 

mg/Kg por via subcutânea ou 0,05 e 0,5 mg de P1G10 em um volume de 50µl com 

ou e sem iodoacetamida, intraesponja do segundo até o nono dia após a colocação 

dos implantes, sendo os animais sacrificados em câmara de CO2 10 dias após o 

implante. Após um período de 30 min realizou-se incisão mediana na região dorsal, 

e os discos de esponja foram cuidadosamente removidos, dissecados do tecido 

aderente, pesados e preparados para a dosagem de hemoglobina. 

 

Determinação do conteúdo de hemoglobina (Hb)  (ANDRADE, 1999) 

 

A dosagem de hemoglobina foi realizada em implantes removidos no 10º dia 

de experimento. Os animais foram sacrificados e os implantes retirados e pesados.  

Em seguida, as esponjas foram trituradas e homogenizadas em 2 ml de reagente de 

Drabkin. O homogenato foi centrifugado por 40 min a 10.000 g, 4°C, e o 

sobrenadante filtrado usando filtro 0,22 µm (Millipore). A concentração de 

hemoglobina das amostras foi determinada através de leitura espectrofométrica a 

540 nm, usando leitor de microplacas de ELISA, sendo as leituras comparadas às de 

uma curva-padrão de Hb previamente estabelecida. A concentração de hemoglobina 

foi expressa em µg Hb/mg de peso úmido do implante. 

 

Avaliação da atividade da mieloperoxidase (MPO) e d a N-acetil- β-D-

glicosaminidase (NAG) 

 

Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi desprezado e o 

precipitado dividido em 2 partes (uma, para a utilização da dosagem da atividade 

MPO e a outra parte para NAG), foram pesados e suspendido em 2,0 ml de tampão 

fosfato, pH 4,7 para dosagem de MPO. As amostras foram homogeneizadas em 

vórtex e centrifugadas a 12.000 rpm durante 20 min a 4º C. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado suspendido em 2,5 ml de HTBA 0,5% pH 5,4. As 
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amostras foram centrifugadas em 10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante 

coletado para o ensaio enzimático. 

Para o ensaio, 25 µl de substrato TMB diluído em DMSO foram adicionados 

às amostras, incubadas a 37º C por 5 min. Após este período, as mesmas foram 

tratadas com 100 µl de ácido sulfúrico 4 nmol/l e a absorbância foi medida por 

espectrofotometria em 450 nm. Os resultados foram expressos em índice de 

atividade enzimática de MPO / mg de peso úmido do implante. 

Parte do precipitado remanescente após a dosagem de Hb foi utilizada para o 

ensaio visando detectar os níveis da enzima N-acetil-β-glucosaminidase (NAG). O 

precipitado foi pesado e suspendido em 2,0 ml de solução salina 0,9% com Triton X-

100 a 0,1% (4 ºC). As amostras foram homogeneizadas em vórtex até obter uma 

suspensão homogênea e, posteriormente, centrifugada em 3000 rpm durante 10 min 

a 4ºC. Para a realização do ensaio, foram adicionados 100 µl das amostras em 

duplicata a uma placa de 96 poços. Às amostras, foram adicionados 100 µl do 

substrato (p-nitrofenil-N-acetil-β-glicosaminida), diluído em tampão citrato/fosfato pH 

4,5. Incubou-se a 37 ºC durante 30 min. Por fim, foram adicionados 100 µl de 

tampão glicina 0,2M, pH 10,6. A absorbância foi medida por espectrofotometria em 

leitor de Elisa, em comprimento de onda de 405 nm. A atividade de NAG no implante 

foi calculada a partir de uma curva padrão de p-nitrofenol avaliada paralelamente. 

Este é um produto cromógeno da reação entre p-nitrofenil-N-acetil-β-glicosaminida 

com NAG /mg de peso úmido do implante. 

 

3.2.4 - Análise estatística 

 

Os resultados obtidos das medidas de edema (volume deslocado/ ml) foram 

expressos como média ± erro padrão da média, e comparados com os grupos 

controles em cada tempo de observação para isso foi utilizado o teste t de Student. 

Para os demais modelos utilizados, as diferenças entre os grupos foram 

avaliadas através da análise de variância (ANOVA), que verifica a significância das 

diferenças entre as médias (comparações múltiplas), sendo consideradas 

significantes quando os valores de p foram menores que 0,05. Análises post hoc 
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foram utilizadas quando necessário (Newman-Keuls para comparar as amostras 

testadas com o controle e Bonferroni, para comparar todos os grupos). 
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4 – RESULTADOS 

 

Em vista da capacidade cicatrizante que a fração P1G10 apresenta, tanto em 

lesões cutâneas como gástrica; se faz necessário entender o modo de ação dessas 

proteases. Dentre diferentes eventos que ocorrem na cicatrização, podemos 

destacar o processo inflamatório em que a liberação de mediadores, recrutamento 

de células e formação de novos vasos sanguíneos a partir de capilares pré-

existentes são característicos. A seguir são descritos os resultados referentes ao 

estudo da ação de P1G10 na produção de edema, migração celular e angiogênese. 

 

4.1–Efeito da administração local de P1G10 sobre a indução de edema (efeito 

edematogênico)  

 

A capacidade de P1G10 em induzir edema em patas de ratos foi avaliada 

segundo metodologia descrita no item 3.2.3.1. Como controle positivo na produção 

de edema, o agente flogogênico carragenina (Cg) (0,1, 0,25 e 0,5 mg / pata) induziu 

edema de maneira dose-dependente, apresentando pico máximo nas 3ª e 4ª horas 

(0,26 ± 0,02; 0,24 ± 0,02; 0,28 ± 0,03 e 0,37 ± 0,07, 0,42 ± 0,02, 0,60 ± 0,03 ml, 

respectivamente), permanecendo o efeito até a 6ª hora (Figura 1B). Após 24 horas 

da injeção de Cg, se observa o retorno do volume da pata aos níveis basais (0,08 ± 

0,02, 0,07 ± 0,01, 0,26 ± 0,05 ml, respectivamente) (dado não mostrado). A dose de 

0,25 mg/pata foi escolhida para os estudos de edema subseqüentes por ser a dose 

frequentemente utilizada em experimentos encontrados na literatura. 

Após administração i.pl. de P1G10 nas doses de 0,1 e 1 mg / pata (Figura 

1A), observou-se efeito edematogênico (p < 0,05, Teste t de Student), com pico 

máximo na primeira hora (0,7 ± 0.1 e 1,2 ± 0.1 ml, respectivamente) quando 

comparada à salina (-0,05 ± 0,03 ml). 

No entanto, em doses inferiores ou igual a 10-2 mg/pata (10-2-10-5 mg/pata) 

não se observou atividade edematogênica nos diferentes intervalos de tempo 

avaliados (dados não mostrados).  
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Figura 1: Edema induzido por diferentes doses de P1G1 0 e carragenina na pata de ratos. A- P1G10 (10-2 -1 

mg / 100 µl) e salina fisiológica estéril foram injetadas nas patas posteriores direita e esquerda, respectivamente. 

B- Carragenina (Cg - 0,1, 0,25 ou 0,5 mg / 100 µl) e salina fisiológica estéril foram injetadas nas patas 

posteriores direita e esquerda, respectivamente. Os animais do grupo controle receberam, pela mesma via, 

apenas salina fisiológica estéril (100 µl) na pata posterior direita. Os dados são apresentados como a média + 

EPM da diferença de volume entre a pata direita e a esquerda, de 5 animais, nos diferentes grupos. * indica 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p <0,05, Teste t de Student).  
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4.2-Avaliação da participação de diferentes mediado res inflamatórios  sobre o 

edema induzido por P1G10  

 

Uma vez que os perfis edematogênicos de P1G10 e Cg diferiram, tanto em 

intensidade quanto no tempo necessário para seu desenvolvimento, procuramos 

caracterizar possíveis mediadores estariam envolvidos na resposta edematogênica 

após injeção da fração proteolítica em pata de ratos. Para isso utilizamos 

antagonistas de receptores de serotonina (pizotifeno), histamina (difenidramina), 

bem como um inibidor inespecífico da enzima ciclooxigenases (indometacina), e 

avaliamos o edema induzido por P1G10 na presença destes. 

 O edema causado por P1G10 (0,1 mg) na presença de pizotifeno (0,21 ± 

0,05; 0,20 ± 0,04; 0,18 ± 0,01; 0,10 ± 0,04 ml) foi  significativamente menor do que o 

observado no controle (0,39 ± 0,06; 0,30 ± 0,04; 0,27 ± 0,05; 0,23 ± 0,04 ml) para 

todas as medidas realizadas durante as 4 primeiras horas avaliadas (p < 0,05, Teste 

t de Student). Sob efeito de difenidramina e indometacina a redução do edema 

acorreu, de maneira significativa, apenas na primeira hora (0,25 ± 0,07 ml e 0,21 ± 

0,12 ml, respectivamente) em comparação ao volume da pata com injeção de 

P1G10 (0,39 ± 0,06 ml). (p < 0,05, Teste t de Student), conforme ilustrado na Figura 

2. 
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Figura 2: Participação de diferentes mediadores infl amatórios no edema induzido em pata de ratos. Salina 

fisiológica estéril, pizotifeno 2 mg/kg (antagonista inespecífico de receptores de 5-HT) , difenidramina 2 mg/Kg 

(antagonista inespecífico de receptores histamínicos) ou indometacina 2 mg/kg (inibidor inespecífico de COX) 

foram administrados por via s.c., em um volume de 100 µl /100 g do peso do animal, 1 h antes da injeção i.pl. de 

P1G10 (0,1 mg / 100 µl - pata direita) e salina fisiológica estéril (pata esquerda). Os animais do grupo controle 

receberam, pela mesma via, apenas salina fisiológica estéril (100 µl) na pata posterior direita. Os dados são 

apresentados como a média ± EPM da diferença de volume entre a pata direita e a esquerda, de 5 animais, nos 

diferentes grupos. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p <0,05, Teste t 

de Student).  

  

4.3-Efeito da administração sistêmica de P1G10 sobr e o edema induzido por 

Cg (efeito antiedematogênico) 

 

O efeito antiedematogênico de P1G10 em patas de ratos foi avaliado nas 

doses entre 0,1-20 mg/kg administradas sistemicamente (s.c.), 1 hora antes da 

injeção i.pl. de Cg (0,25 mg/pata). 

Na Figura 3 é mostrado o efeito antiedematogênico produzido por P1G10 nas 

doses de 5, 10 e 20 mg/kg na terceira (0,34 ± 0,03; 0,36 ± 0,04; 0,33 ± 0,11 ml, 

respectivamente, Cg – 0,81 ± 0,14 ml, (p < 0,05, Teste t de Student), e quarta hora 

(0,35 ± 0,11; 0,38 ± 0,08; 0,29 ± 0,11 ml, respectivamente, Cg – 0,85 ± 0,07 ml, (p < 

0,05, Teste t de Student). Doses inferiores a 5 mg/kg produziram efeitos 

semelhantes aos obtidos no controle com salina (dados não mostrados). A 
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indometacina (controle positivo) reduziu significativamente o edema induzido pela 

Cg a partir de 30 min até a quarta hora (0,14 ± 0,03; 0,06 ± 0,01; 0,16 ± 0,12; 0,30 ± 

0,10; 0,24 ± 0,11 ml, p < 0,05, Teste t de Student ). 

 

 

  

   

  

 

  

 

 

 

 

Figura 3: Efeito antiedematogênico de P1G10 sobre o e dema induzido por Cg na pata de ratos.  A fração foi 

administrada nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg, por via s.c, 1 h antes da injeção de Cg (0,25 mg/pata). Os animais 

do grupo controle receberam, pela mesma via, apenas salina fisiológica estéril (100 µl) na pata posterior direita. 

Os dados são apresentados como a média + EPM da diferença de volume entre a pata direita e a esquerda, de 5 

animais, nos diferentes grupos. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p 

<0,05, Teste t de Student).   

 

4.4-Participação da atividade proteolítica de P1G10  na resposta edematogênica 

 

Para verificarmos a importância da atividade proteolítica presente na fração 

P1G10 na indução do edema, induzido pela mesma, administrou-se P1G10 inibida 

com IAA (0,1 mg/pata, i.pl) e, ambas as doses (P1-IAA + P1G10) administradas 

concomitantemente (0,05 mg de cada solução/pata), sempre no volume de 100 

µl/pata e avaliou-se a produção de edema em diferentes intervalos de tempo, 

durante o período de 4 h. 

 

Com a administração de P1G10 inibida (0,1 mg/pata), não se observou a 

formação de edema nas patas injetas, mostrando um perfil semelhante ao do 
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controle com salina (0,04 ± 0,01; 0,15 ± 0,01; 0,18 ± 0,02; 0,13 ± 0,05; 0,14 ± 0,01; 

0,12 ± 0,03 ml e 0,01 ± 0,02, 0,12 ± 0,05, 0,11 ± 0 ,01, 0,06 ± 0,04, 0,03 ± 0,01, 0,08 

± 0,02ml, respectivamente, p < 0,05, Teste t de Student). No entanto, quando ambas 

as soluções (50 µl P1G10 + 50 µl P1G10+P1G10-IAA) foram administradas 

concomitantemente, observou-se a formação de edema nas patas de ratos em todos 

os tempos medidos nos mesmos níveis observados pela ação de P1G10 sem 

inibição (0,1 mg/pata) (0,01 ± 0,01, 0,35 ± 0,01, 0,38 ± 0,02, 0,35 ± 0,04, 0,36 ± 0,01, 

0,33 ± 0,04 ml e 0,06 ± 0,02, 0,41 ± 0,03, 0,43 ± 0 ,02, 0,36 ± 0,02, 0,38 ± 0,01, 0,32 

± 0,07 ml, p < 0,05, Teste t de Student ) Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 4: Medida de edema após administração i.pl. de P1G10, inibida ou não por IAA . P1G10 inibida ou 

não por IAA foram administradas i.pl. na pata direita do animal na dose de 0,1mg / 100 µl. Os animais do grupo 

controle (C) receberam, pela mesma via, apenas salina fisiológica estéril (100 µl) na pata posterior direita. Os 

dados são apresentados como a média + EPM da diferença de volume entre a pata direita e a esquerda, de 5 

animais, nos diferentes grupos. * indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle 

(p<0,05, Teste t –Student). 
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4.5–Efeito da administração intraperitonial de P1G1 0 e a importância de sua 

atividade proteolítica sobre o recrutamento de leuc ócitos para a cavidade 

peritonial  

 

A continuidade do estudo do envolvimento de P1G10 no processo inflamatório 

se deu através de outro modelo in vivo, que permite avaliar o recrutamento celular 

induzido em peritônio de camundongos Swiss. Para isso, inicialmente, utilizamos, 

por via i.p., doses de 0,05 ou 0,5 mg / 200 µl / cavidade de P1G10 com e sem 

tratamento pelo inibidor proteolítico IAA e como controle positivo, Cg 0,4 mg /200 µl / 

cavidade, com o intuito de avaliar a capacidade da fração em recrutar leucócitos 

(Figura 5). 

Como mostra a Figura 6 A, na dose de 0,05 mg/cavidade de P1G10 não se 

observou diferença estatística no número de leucócitos recrutados (19,7 ± 4,4 x105 

células / ml) quando comparada aos controles negativos salina e DTT-IAA. Além 

disso, o número de células recrutadas por P1G10 diferiu significativamente do 

observado com a injeção de Cg (30,2 ± 12 x 105 células / ml, p < 0,01 e 0,05 One 

way ANOVA, pós teste, Student-Newman-Keuls,). Quando aplicada P1G10 inibida 

por IAA, houve redução do número de leucócitos totais (11,9 ± 1,4, p < 0,05 p < 0,01 

e 0,05 One way ANOVA, pós teste, Student-Newman-Keuls, em comparação com 

controle positivo Cg.  

Apenas na maior dose de P1G10, observou-se recrutamento celular com um 

aumento significativo (33,2 ± 5,6x105 células/ml; p < 0,01 e 0,05  One way ANOVA, 

pós teste, Student-Newman-Keuls, do número de leucócitos totais em relação aos 

controles negativos salina (19,1 ± 7,0x105 células/ml) e DTT-IAA dialisado (15,3 ± 

3,0x105 células/ml), sendo esse número comparáveis ao recrutamento induzido pela 

Cg (30,2 ± 12x105 células/ml, controle positivo). Na mesma dose, com a inibição da 

atividade proteolítica, o efeito sobre o recrutamento de leucócitos foi reduzido para 

níveis equivalentes ao controles negativos (14,0 ± 3,0 x105 células/ml, p < 0,01 e 

0,05  One way ANOVA, pós teste,  Student-Newman-Keuls,, em relação a P1G10 e 

Cg) (Figura 5 B). 
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Figura 5: Recrutamento de leucócitos para a cavidad e peritoneal de camundongos Swiss após a injeção 

intraperitoneal de P1G10 inibida ou não por iodoacet amida . P1G10 inibida ou não por IAA 0,05 e 

0,5mg/200µl foram injetadas i.p.. Para o controle positivo foi utilizado Carragenina (0,4mg/200µl). O número de 

células presentes no lavado peritoneal após 3 h da injeção intraperitoneal das amostras foi contado em câmara 

de Neubauer sob microscopia óptica (aumento de 400X) sendo apresentado como a média do total de células ± 

EPM (One way ANOVA, pós teste, Student Newman Keuls, p < 0,01 e 0,05). * e ** indicam diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle, com p< 0,05 e 0,01 respectivamente. # indica 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo carragenina, com p<0,05, ●● indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo P1G10, com p< 0,01 A - P1G10 inibida ou não por IAA 

na dose de 0,05 mg / 200 µl. B - P1G10 inibida ou não na dose de 0,5 mg / 200 µl. 
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Na contagem diferencial de leucócitos, o número de neutrófilos presentes na 

cavidade peritonial de camundongos, após a administração de P1G10 na dose de 

0,5 mg/cavidade aumentou (26,2 ± 4,5 x105 células/ml) em relação aos controles 

salina (1,0 ± 1,2 x105 células/ml, p < 0,01 e 0,001 One way ANOVA, pós teste, 

Student-Newman-Keuls) e Cg (14,4 ± 5,9 x105 células/ml, p< p < 0,01 e 0,001 One 

way ANOVA, pós teste, Student-Newman- Keuls) O número dessas células 

presentes na cavidade foi menor (13,4 ± 2,9 células/ml, p < 0,001 One way ANOVA, 

pós teste, Student-Newman-Keuls) com a administração de P1G10 inibida com IAA 

em relação aos controles positivos Cg e P1G10 (Figura 6). 

Em relação ao número de monócitos recrutados, não houve diferença 

estatística em relação às amostras utilizadas (salina- 10,9 ± 1,1, P1G10 - 12,1 ± 2,1 

e Cg - 15,7 ± 6,2 X105 células/ml). Por fim, não houve recrutamento de eosinófilos, 

em qualquer das situações (dados não mostrados).  

 

 

        

                                        

   

 

 

 

 

 

Figura 6: Recrutamento de neutrófilos para a cavida de peritoneal de camundongos Swiss após a injeção 

intraperitoneal de P1G10 inibida ou não por IAA . P1G10 inibida ou não por IAA 0,5 mg /200 µl foram injetadas 

i.p.. A determinação da proporção de neutrófilos presentes na cavidade peritonial após 3h da injeção i.p. das 

amostras, foi feita através da contagem diferencial de leucócitos em lâminas preparadas no citospin, sob 

microscopia óptica com imersão (aumento de 1000X), sendo apresentado como a média do total de células ± 

EPM de 5 animais. ** e *** indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Controle, com 

p<0,01 e 0,001, respectivamente; ### indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

Carragenina, com p< 0,001; ++ indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo DTT-dialisado, 

com p< 0,01; ●●● indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo P1G10, com p< 0,001 (One 

way ANOVA, pós-teste Student-Newman Keuls). 
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4.6-Efeito da administração sistêmica P1G10 sobre o  recrutamento peritonial 

de leucócitos induzido por Cg  

 

Para avaliarmos a possível atividade antiinflamatória de P1G10 no modelo de 

recrutamento celular no peritônio de camundongos Swiss, administramos P1G10 (1 

mg / kg / 200 µl), dexametasona (0,5 mg/kg) e PBS por via s.c. 1 hora antes da 

injeção de Cg por via i p. (0,3 mg / 200 µl)  

Mostramos na Figura 7 A, que o pré-tratamento dos camundongos com a 

fração proteolítica (1 mg/kg) inibiu de forma significativa o número de leucócitos 

presentes na cavidade peritonial em resposta à injeção de Cg (2,2 ± 0,4 e 4,8 ± 0,6 

X105 células/ml, respectivamente, p<0,05, One way ANOVA, pós teste, Student-

Newman-Keuls,). Essa redução no número total de leucócitos também é observada 

quanto ao número de neutrófilos, como mostrado na Figura 7 B. 
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Figura 7: Efeito da administração sistêmica de P1G10 sobre o recrutamento de leucócitos em 

camundongos Swiss . O desafio foi feito com Cg 0,25mg/cavidade em PBS 1 h depois da administração s.c. de 

PBS, P1G10 1mg/kg ou dexametasona (DXA) 0,5mg/kg. Após 3h da injeção das amostras, determinou-se o 

número de total de leucócitos através da contagem em câmara de Neubauer sob microscopia óptica (aumento de 

400X), e a proporção de neutrófilos foi feita através da contagem diferencial de leucócitos em lâminas 

preparadas no citospin, sob microscopia óptica com imersão (aumento de 1000X). Os dados são apresentados 

como a média ± EPM (One way ANOVA, pós-teste Student Newman Keuls, p < 0,05).* indica diferença 
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estatisticamente significativa em relação ao grupo controle.  A-Número total de leucócitos. B-Número total de 

neutrófilos.  

 

4.7–Efeito da administração local de P1G10 sobre a angiogênese 

 

A habilidade da fração P1G10 em regular a angiogênese foi avaliada, 

inicialmente através de sua administração direta no implante de esponjas canuladas 

no dorso de camundongos Swiss. O índice de atividade angiogênica foi medido 

através da quantidade de hemoglobina (Hb) contida no implante após o período 

experimental (10 dias). Mostramos, além do efeito promovido por diferentes doses 

de P1G10 administradas intraesponja, a dependência da atividade proteolítica na 

formação de novos vasos (Figura 8).  

Assim apenas a dose de 0,05 mg /intraesponja da fração induziu angiogênese 

quando comparada ao controle – injeção de salina (1,3 ± 0,5 e 0,4 ± 0,2 µg Hb/mg 

de peso úmido, respectivamente, p < 0,05, p < 0,01 e 0,05 One way ANOVA, pós 

teste, Student-Newman-Keuls).  

A inibição da fração P1G10 com IAA (P1G10-IAA) na mesma dose que 

promoveu angiogênese apresentou um aumento (1,7 ± 0,4 µg Hb/mg de peso 

úmido) da neovascularização quando comparada ao controle com DTT-IAA dialisado 

(0,4 ± 0,1 µg Hb/mg de peso úmido, p < 0,05) assim como, quando comparada ao 

controle salina (0,4 ± 0,2 µg Hb/mg de peso úmido, p < 0,05, One way ANOVA, pós 

teste, Student-Newman-Keuls), sem ser diferente do observado com P1G10 sem 

inibição (1,3 ± 0,5 µg Hb/mg de peso úmido p < 0,05, One way ANOVA, pós teste, 

Student-Newman-Keuls)., demostrando, dessa forma, que a capacidade de P1G10 

em induzir a angiogênese é dependente de sua atividade proteolítica, conforme 

demonstrado na Figura 8 A e B. 
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Figura 8: Neovascularização em esponjas implantadas  em camundongos tratados com P1G10 inibida ou 

não com IAA: As esponjas de polietileno canuladas foram implantadas no dorso de camundongos Swiss. As 

amostras foram administradas durante 8 dias. A quantificação de hemoglobina (Hb) presente nas esponjas foi 

realizada por espectrofotometria no tecido fibrovascular. A – P1G10 nas doses de 0,05 e 0,5 mg/intraesponja. B 

– P1G10 inibida ou não com IAA, na dose de 0,05 mg/intraesponja. * #  indicam resultados estatisticamente 

diferentes em relação aos respectivos controles (One way ANOVA, pós-teste Student Newman Keuls, p < 0,05). 

 

 

 

Salina DTT-IAA dialisado P1G10 0,05 mg P1G10-IAA
0

1

2

3

*

#

µµ µµ g
 H

b/
m

g 
de

 p
es

o 
úm

id
o

B 

Salina 0,05 0,5
0

1

2

 *

µµ µµ g
 H

b/
m

g 
de

 p
es

o 
úm

id
o

P1G10 (mg/esponja)

A 



 53 

4.7.1–Efeito da administração local de P1G10 sobre o infiltrado inflamatório 

presente na esponja implantada  

 

A avaliação do infiltrado inflamatório foi realizada através da estimativa da 

atividade leucocitária, mais especificamente de neutrófilos e macrófagos, no 

implante. O acúmulo de neutrófilos e macrófagos na esponja foi avaliado 

indiretamente pela medida das atividades da mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-β-

D-glicosaminidase (NAG), respectivamente. 

Na Figura 9 A mostramos que a administração de ambas as doses de P1G10 

não foi capaz de alterar (0,16 ± 0,07 – 0,05 mg; 0,16 ± 0,02 ml – 0,5 MPO/mg de 

peso úmido) os níveis de atividade de MPO observados sob o tratamento com salina 

(0,13 ± 0,02 MPO/mg de peso úmido). 

De acordo com a Figura 9 B, a atividade da enzima NAG, foi 

significativamente maior na dose de 0,05 mg de P1G10, em relação ao controle 

salina (1,9 ± 0,8 e 0,5 ± 0,3 µg /mg de peso úmido, respectivamente, p <0,01, One 

way ANOVA, pós teste, Student-Newman-Keuls). Na dose de 0,5 mg, embora se 

note um aumento dessa atividade (1,24 ± 0,16 NAG/mg de peso úmido), este não se 

mostrou significativo. 
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Figura 9: Atividade de Mieloperoxidase e N-Acetil-G licosaminidase em implantes de esponja de 

camundongos Swiss tratados com P1G10 . Neutrófilos e macrófagos acumulados no implante foram medidos 

indiretamente através da atividade de Mieloperoxidase (MPO) (A) e N-Acetil-Glicosaminidase (NAG) (B). As 

soluções de P1G10 foram administradas nas doses de 0,05 e 0,5 mg intraesponja, durante 8 dias. Os resultados 

foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. ** indica resultado diferente estatisticamente 

do grupo controle, p < 0,01 (One way ANOVA, pós-teste Student Newman Keuls).  
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4.8–Efeito da administração sistêmica de P1G10 sobr e a angiogênese 

 

Os efeitos de P1G10 sobre a angiogênese foram avaliados, após a 

administração sistêmica (s. c.) nas doses de 0,5 ou 5 mg/kg/dia durante 8 dias, 

sobre o modelo de implantes de esponja em camundongos Swiss. Desta forma, a 

administração sistêmica de P1G10 não alterou a formação de novos vasos nas 

doses avaliadas, uma vez que os níveis de Hb contidos nos implantes de esponja 

não apresentaram diferença significativa quando comparados aos do controle - 

salina (2,27 ± 0,23 – 0,5 mg/kg, 2,7 ± 0,71 – 5 mg/kg e 1,92 ± 0,31 Hb/mg de peso 

úmido – salina, One way ANOVA, pós teste, Student-Newman-Keuls) (Figura 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 10: Dosagem de hemoglobina avaliada em impla ntes de esponja após administração sistêmica de 

P1G10: Camundongos Swiss com esponjas implantadas dorsalmente foram tratados com P1G10 0,5 e 5 mg / 

kg, durante 8 dias por via s.c.. A quantificação de hemoglobina (Hb) presente nas esponjas foi determinada por 

espectrofotometria ao final do período experimental. Os resultados foram expressos como média ± EPM de 5 

animais em cada grupo (One way ANOVA, pós-teste Student Newman Keuls).  
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4 - DISCUSSÃO 

 

A atividade cicatrizante tópica da fração P1G10 vem sendo demonstrada 

utilizando-se camundongos hairless, bem como camundongos Swiss depilados e 

submetidos à dermoabrasões (MELLO et al., 2006; LEMOS et al., 2006) e 

queimaduras (dados não publicados). Nesses estudos, as lesões tratadas com esta 

fração proteolítica apresentaram uma maior taxa de cicatrização em relação aos 

controles.  

Atribuímos o mecanismo de cicatrização ocorrido nos trabalhos citados 

anteriormente, às enzimas do grupo das cisteíno proteases encontradas no látex de 

Carica candamarcensis dotadas de atividade proteolítica superior às encontradas 

em C. papaya (BAEZA et al., 1990; BRAVO et al., 1994). Sabe-se que algumas 

cisteíno proteases contidas em P1G10 apresentam atividade mitogênica (GOMES et 

al., 2005) sendo essa uma característica favorável na cicatrização quando 

pensamos no remodelamento do tecido lesionado, considerando a possibilidade de 

que as mesmas mimetizem proteinases endógenas sintetizadas para que ocorra o 

remodelamento fisiológico do tecido presente na área da injúria (VAN WINKLES, 

1967). Dessa maneira, podemos sugerir que a atividade cicatrizante observada se 

dê pela somatória ou sinergismo dessas características, não descartando a 

possibilidade de outras ações, como por exemplo, o papel de cisteíno proteases na 

inflamação, já que esta constitui uma das fases da cicatrização. 

O uso de modelos experimentais que caracterizem os diferentes aspectos 

inflamatórios são ferramentas úteis para o estudo e a compreensão das diferentes 

etapas envolvidas no processo de reparo tecidual. Iniciamos nossos estudos 

utilizando um modelo experimental que reproduz, ao menos parcialmente, as 

alterações na permeabilidade vascular, e conseqüente exsudação de líquidos e de 

proteínas plasmáticas que contribuem para a formação de edema, etapa da fase 

aguda da inflamação. Esse modelo constitui um instrumento útil para a avaliação 

edematogênica/antiedematogênica de novos fármacos, ou de substâncias diversas. 

Desta forma, avaliamos os efeitos da P1G10 como indutor de edema inflamatório 

pela sua administração intraplantar, bem como, seu efeito, via subcutânea, sobre 

edema induzido por carragenina (Cg). 

No estudo do envolvimento de P1G10 no processo inflamatório agudo, 

pudemos observar um aumento significativo no volume da pata com pico máximo na 
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primeira hora em doses maiores que 10-2 mg/pata. P1G10 foi capaz de promover um 

efeito edematogênico 7 vezes superior ao obtido com a administração de Cg em 

doses semelhantes (0,1 mg/pata) na primeira hora. Na terceira hora de medida, a 

fração proteolítica ainda apresentava uma potência superior à injeção do agente 

flogogênico (2 vezes). O edema produzido pelo látex de Calotropis procera 

(SHILVKAR & KUMAR, 2003) quando injetado na pata de ratos também produziu 

uma intensa resposta inflamatória dose-dependente, com efeito máximo na primeira 

hora, assim como descrito com a P1G10. 

Com o objetivo de avaliarmos os mediadores inflamatórios envolvidos no 

edema de pata induzido por P1G10, pré-tratamos os animais com pizotifeno (um 

inibidor inespecífico de serotonina), difenidramina (antagonista da histamina, seletivo 

para receptores H1) e indometacina (inibidor da enzima ciclooxigenase da via do 

ácido araquidônico), 1 hora antes da injeção i.pl. de P1G10. Os resultados 

demonstram que o edema induzido pela fração na primeira hora avaliada é 

dependente da ação de histamina e serotonina, bem como da produção de 

prostaglandinas. Resultados semelhantes foram obtidos com o látex de Calotropis 

procera que apresentou atividade edematogênica dependente da liberação dos 

mesmos mediadores. GUIMARÃES et al (2004), em estudo semelhante, investigou a 

capacidade do veneno de Bothrops lanceolatus rico em proteases, em induzir 

edema de pata em ratos Wistar, por sua injeção i.pl.. A produção de edema dose e 

tempo dependente, bem como, os mediadores inflamatórios envolvidos nesta 

resposta, foram semelhantes aos resultados obtidos com P1G10, embora o edema 

tenha sido evidenciado nos primeiros quinze minutos. Outros autores evidenciam a 

participação de produtos derivados do ácido araquidônico pelas vias de ciclo e 

lipoxigenases, do mesmo veneno na produção de edema e aumento da 

permeabilidade vascular (LÔBO DE ARAÚJO et al., 2000). 

Demonstrada a participação de alguns mediadores inflamatórios no modelo 

de edema induzido por P1G10, procuramos avaliar a importância da atividade 

proteolítica desta fração sobre este efeito. Assim, observamos que a fração P1G10 

inibida por IAA apresentou atividade edematogênica diminuída quando administrada 

na pata de ratos, indicando que esse efeito é dependente de sua atividade 

proteolítica. Os mecanismos envolvidos nessa resposta ainda não foram estudados, 

porém acreditamos que as proteases contidas em P1G10 possam induzir a liberação 

de mediadores como a histamina, serotonina e prostaglandinas pelos neutrófilos 
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infiltrados e pelos mastócitos, em resposta à lesão tecidual promovida pela atividade 

proteolítica.  

Com o objetivo de avaliarmos o efeito antiedematogênico da P1G10, esta 

fração foi administrada por via subcutânea 1 hora antes da injeção i.pl. de Cg. 

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento dos animais com esta fração 

reduziu o edema na pata induzido pela Cg na terceira e quarta hora, tempo em que 

são liberados prostaglandinas por este agente flogogênico (VINEGAR, 1998). A 

inibição da produção de prostanóides, como sugerido pelo resultado, pode também, 

ser justificado pela semelhança entre as curvas de inibição produzidas pela fração e 

pela indometacina, clássico inibidor inespecífico das ciclooxigenases (VINEGAR, 

1998). 

Na seqüência, nos propusemos verificar se a atividade proteolítica da fração 

estaria envolvida no efeito antiedematogênico. A administração sistêmica de P1G10 

inibida com IAA não alterou essa atividade, portanto P1G10 inibe o edema 

inflamatório induzido por Cg de forma independente da ação proteolítica contida na 

fração. 

Ainda não há estudos sobre a inibição enzimática das cisteinos proteases 

presentes na bromelina. A atividade antiedematogênica de promovida pela 

administração sistêmica de bromelina pode ser indepedente da sua atividade 

proteolítica. Essa enzima, pertencente à classe das cisteíno proteases, é obtida do 

extrato aquoso do talo e do fruto da espécie Ananas comosus, conhecida 

popularmente como abacaxizeiro, que contém uma grande diversidade e quantidade 

de enzimas proteolíticas, principalmente cisteíno proteases, com demonstrados 

efeitos antiinflamatórios potencialmente benéficos (COOREMAN W.M. et al., 1976, 

MAURER HR., 2001). Também podem ser encontradas peroxidases, fosfatase 

ácida, vários inibidores de protease e compostos orgânicos ligantes de cálcio. O 

principal mecanismo de ação da bromelina parece ser sua natureza proteolítica, 

porém evidências sugerem uma atividade dependente de ações hormonais e 

imunomodulatórias via sinalização intracelular (JÚNIOR, E. R. S et al., 2005). 

Diversos estudos experimentais e clínicos revelaram que a bromelina possui 

atividade antiinflamatória, antiedematogênica, antitrombótica, fibrinolítica, 

antiulcerogênica e cicatrizante. Essas atividades estão relacionadas com a 

diminuição dos níveis de bradicinina nos locais de inflamação, diminuição da 

liberação de derivados do ácido araquidônico, diminuição da formação de fibrina e 
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aumento da fibrinólise. No entanto, os princípios ativos, responsáveis pelas ações da 

bromelina, ainda não estão totalmente caracterizados (http://www.pronatu.com.br). 

Dessa forma, a atividade antiedematogênica da bromelina no modelo de edema de 

pata está descrita como sendo mediada pela diminuição dos níveis de bradicinina, 

resultando em diminuição da permeabilidade celular e por conseqüência, diminuição 

do edema (KUMAKURA S et al., 1988) também pelos níveis de prostaglandinas 

(principalmente de PGE2 e tromboxano A2) e por fim, por uma modulação de 

moléculas de adesão na superfície celular (HALE L.P, 2004). 

O recrutamento de leucócitos do sangue para o espaço intersticial é um 

mecanismo chave do processo inflamatório e tem sido descrito na patogênese de 

várias doenças. É um processo multifásico e coordenado, envolvendo várias etapas: 

rolamento, adesão e transmigração (SPRINGER, 1995). Este fenômeno exibe o 

predomínio de diferentes tipos celulares dependendo do estímulo flogístico. As 

principais células descrita nesse processo são os macrófagos residentes nos tecidos 

(DEFIFE et al., 1999), assumindo papel fundamental nos mecanismos de defesa do 

organismo. (WITTE et al., 1997) e os neutrófilos, constituindo as células 

predominantes do exsudato inflamatório nas primeiras 24 horas após o início do 

processo (LAWRENCE et al., 1994). 

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos da P1G10 sobre a migração de 

leucócitos, a fração (inibida ou não por IAA) foi administrada como desafio no 

peritônio ou sistemicamente, tendo como estímulo inflamatório a Cg. Desta forma, a 

administração intraperitonial de P1G10 na dose de 50 µg pode ser considerada 

inerte, pois não induziu recrutamento de leucócitos, em comparação com a injeção 

de salina, enquanto que a dose de 500 µg induziu um recrutamento de leucócitos, 

que consistiu predominantemente de neutrófilos. A presença dessas células nos 

sítios inflamatórios é importante no controle da inflamação e se faz via degranulação 

monócitos, macrófagos, linfócitos T, linfócitos B, eosinófilos, células dendríticas, 

células NK, timócitos, plaquetas, células musculares cardíacas e endotélio, cuja 

presença e ativação em um local lesionado originam uma resposta inflamatória local 

(MENTEN et al. 2002; MAURER & VON STEBUT, 2004). 

Uma possibilidade para a explicação desse efeito seria a produção/liberação 

de mediadores inflamatórios, assim como descrito por PETRICEVICH et al (2000) 

em estudos com venenos de botróficas, ricos em proteases, em particular TNFα e 

IL-1, bem como de NO os quais poderiam agir como importantes indutores de 
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alterações sistêmicas inflamatórias. Por outro lado, HALE et al (2002) verificaram 

que a migração de leucócitos para a cavidade peritonial induzida por bromelina, nas 

mesmas condições experimentais, se mostrou dose-dependente, sendo que este 

efeito se deveu a uma regulação na expressão de moléculas de adesão celular na 

superfície de leucócitos e monócitos. 

  O pré-tratamento dos animais com P1G10 1 hora antes da 

administração i.p. de Cg, inibe o recrutamento de neutrófilos. Efeito de inibição do 

recrutamento celular de bromelina, também, foi confirmado no modelo de pleuresia 

induzida por Cg (MAJIMA, M et al., 1997). FITZHUGH et al. (2008) mostraram que 

na presença de bromelina houve redução significativa da migração de leucócitos 

induzida pela IL-8 para a cavidade peritonial em estudos in vitro e in vivo. Esses 

autores descrevem ainda, que a bromelina poderia favorecer a remoção de 

receptores da quimiocina CD18 como um mecanismo potencial para esse efeito. 

Além disso, a expressão CD18 tem participação fundamental no rolamento (JUNG & 

LEY, 1999). 

A inflamação é classificada em aguda e crônica de acordo com os eventos 

morfológicos observados. As principais características da inflamação aguda são a 

exsudação de fluido e proteínas plasmáticas (edema) e a migração de leucócitos, 

predominantemente neutrófilos. Em nossos estudos utilizando modelos 

experimentais in vivo de inflamação aguda, concluímos que a dose de P1G10 que 

promove cicatrização cutânea quando administrada localmente apresentou atividade 

inflamatória aguda, condição importante para o reparo do tecido. Por outro lado, 

P1G10 mostrou atividade antiinflamatória quando administrada sistemicamente nos 

modelos de edema e recrutamento celular. P1G10, quando administrada na pata 

provoca O edema induzido na pata de ratos pela injeção i.pl. de P1G10 ocorreu 

devido à liberação de mediadores inflamatórios como serotonina, PGs e histamina. 

No modelo de migração celular utilizado, se sugere um efeito proteolítico 

dependente, após administração local. 

Em processos de cicatrização de feridas após a realização de implantes de 

materiais biomédicos, percebe-se a presença da neovascularização, passo 

importante do processo inflamatório (WITTE & BARBUL, 1997). Objetivando avaliar 

o efeito de proteases contidas em P1G10 sobre a inflamação crônica, foi utilizado 

um modelo in vivo de angiogênese inflamatória, que tem como base o implante 

subcutâneo de esponja de poliuretano no dorso de camundongos. O procedimento é 
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simples, de fácil reprodução e bem tolerado pelo animal e, pode ser usado para 

estudar a angiogênese inflamatória e tumoral, além de também ser usado no estudo 

de técnicas de transferências de gene para estimular terapias angiogênicas (WANG 

et al., 2000, HASAN et al., 2004). A implantação de discos de esponja subcutâneo 

do animal simula uma reação inflamatória gerada por um corpo estranho no 

organismo. A dosagem do conteúdo de hemoglobina (Hb) intra-implante quantifica 

indiretamente, o número de vasos sanguíneos presentes no tecido (PASSANITI et 

al., 1992). 

Conforme metodologia descrita previamente, P1G10 nas doses de 0,05 e 0,5 

mg / intra-implante foram administrados durante 8 dias consecutivos. Como 

resultado, encontramos intensa vascularização apenas na dose de 0,05 mg / intra-

implante) em relação ao controle. Para verificar se esse efeito era dependente da 

atividade proteolítica da fração, P1G10 inibida por IAA foi administrada, resultando 

em um efeito semelhante ao da fração não inibida, sugerindo, assim, um mecanismo 

angiogênico independente da ação proteolítica. Sistemicamente, no entanto, P1G10 

não apresentou atividade angiogênica em qualquer das doses investigadas.  

A migração de células inflamatórias no interior do implante após a 

administração local de P1G10 foi avaliada através da atividade enzimática de N-

acetilglicosaminidase (NAG) e de mieloperoxidase (MPO) (Bailey 1988; Cross, et al., 

2003; Barcelos et al., 2005), enzimas liberadas por macrófagos e neutrófilos, 

respectivamente, servindo assim, como indicadores de suas presenças nos tecidos.  

Os macrófagos, células provenientes dos monócitos circulantes, residem nos 

tecidos, onde se encontram diferenciados segundo as características de cada tecido 

(DEFIFE et al., 1999), assumindo papel fundamental nos mecanismos de defesa do 

organismo. Os macrófagos deixam os vasos 18 a 24 h depois de iniciada a 

exsudação, acumulando-se rapidamente, passando a serem as células 

predominantes no tecido depois de 48 h (WITTE et al., 1997). Sua presença em 

grande quantidade em tecidos inflamados pode indicar o início da fase crônica do 

processo. Os valores da atividade de NAG no implante contendo a fração 

proteolítica mostraram que na dose angiogênica (0,05 mg / implante) houve um 

recrutamento de macrófagos estatisticamente diferentes do controle e da maior dose 

testada.  

Em relação à presença de neutrófilos, o tratamento com P1G10 na dose 

angiogênica não apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle. Os 
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neutrófilos, por sua vez, são células características da inflamação aguda em 

resposta a estímulos não imunogênicos, sendo as primeiras a deixarem os vasos 

sanguíneos (LAWRENCE et al., 1994), constituindo as células predominantes do 

exsudato inflamatório nas primeiras 24 horas após o início do processo. Nossos 

resultados são claros em demonstrar a ausência de neutrófilos, em oposição ao 

infiltrado de macrófagos, indicativo de inflamação crônica, corroborando assim, com 

os resultados obtidos quanto à neovascularização. 

As dosagens de MPO e NAG não nos permitem afirmar se houve uma 

inibição da migração e/ou proliferação das células inflamatórias; ou se ocorreu uma 

migração e proliferação normal, porém com uma atividade celular diminuída. 

Entretanto, podemos especular com base em estudos mais específicos realizados 

previamente por outros autores (SHU et al., 2000; KAWAZAKI & AKAZAUA, 2000), 

que possa estar ocorrendo um ou mais desses efeitos, concomitantemente. Os 

resultados apresentados neste trabalho sugerem que a fração P1G10 obtida da 

Carica candamarcensis, possa regular em parte este processo, embora os 

mecanismos envolvidos nesta regulação ainda não estejam completamente 

esclarecidos; para tal, mais estudos serão necessários. 

Estudos realizados por POZZI et al (2000), descrevem que metaloproteases e 

serino proteases estariam envolvidas na angiogênese, entretanto, poderiam estar 

atuando de formas opostas nesse processo. As metaloproteases são capazes de 

gerar moléculas com atividade antiangiogênica (endostatina e angiostatina). Por 

outro lado, um trabalho realizado por BERGERS et al (2000) sugeriu o envolvimento 

da metaloprotease MMP-9 na liberação de VEGF.  Desse modo, essas enzimas 

poderiam tanto estimular como inibir a formação de novos vasos sanguíneos.  

SHI et al (2003) sugerem que outras vias proteolíticas, também, possam 

desempenhar um papel na neovascularização. Em relação a este aspecto, o papel 

das cisteíno proteases permanece incerto. As cisteíno proteases presentes em 

mamíferos podem ser divididas em caspases e catepsinas, sendo estas últimas 

encontradas predominantemente dentro de lisossomos no interior das células (TURK 

et al., 2003). Algumas das catepsinas são expressas em quase todas as células 

(catepsinas B, C, F, H, L, O e X) e outras, em células específicas (catepsina S, 

células apresentadoras de antígenos; catepsina K, osteoclastos e células do epitélio 

bronquial; Catepsina V, células do epitélio tímico e catepsina W expressa em 

linfócitos T citotóxicos) (GUNCAR et al., 2000). À catepsina S têm sido atribuídas 
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várias funções que a torna uma boa candidata a participar da degradação da matriz 

durante a angiogênese. A primeira, por degradar a elastina extracelular, cujos 

produtos resultantes foram descritos como promotores da angiogênese (NAKMAN, 

GB., 1997). Outra função nesse processo seria pelo aumento da expressão e 

secreção de catepsina S, pelas células endoteliais, quando estimulada por citocinas 

inflamatórias e fatores angiogênicos. Além disso, a inibição da atividade dessa 

catepsina reduziu a formação de novos vasos sanguíneos (SHI et al., 2003).  

Existem várias etapas na indução de neovascularização nas quais a fração 

administrada localmente poderia estar atuando, como na vasodilatação e aumento 

da permeabilidade vascular, devido à demonstrada capacidade edematogênica, 

possivelmente promovendo degradação de estruturas matriciais, por sua atividade 

proteolítica ou ainda, promovendo a migração e proliferação das células 

inflamatórias. Porém acreditamos que as doses sistêmicas utilizadas foram 

insuficientes para aumentar a produção de fatores angiogênicos e/ou estimular 

alguma etapa da cascata angiogênica.  
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5 - CONCLUSÃO 

 

- Uma vez que ficou aqui demonstrada a ação de P1G10 sobre eventos do 

processo inflamatório importantes na reparação tecidual, sugerimos que 

esses efeitos aliados às atividades debridante e mitogênica da fração 

contribuem para a cicatrização cutânea. 
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