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Efeito do gel da seiva do latex da Hevea brasiliensis na
cicatrizacao de lesdes cutaneas agudas induzidas no dorso de

ratos

Effect of Hevea brasiliensis latex sap gel on healing of acute skin wounds

induced on the back of rats
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar o efeito da administracdo topica do gel-creme de latex em feridas cutdneas agudas induzidas no dorso de ratos.
Métodos: dezesseis ratos foram submetidos a excisdo dermoepidérmica de retalho cutdneo dorsal, circular com 2,5cm de diame-
tro. Os animais foram distribuidos em dois grupos, um experimental e outro controle: Grupo Latex- aplicacdo em todo o leito da
ferida do latex em base gel-creme no periodo zero, no terceiro, no sexto e no nono dias pés-operatoérios; Grupo Controle- sem
nenhum tratamento sobre a ferida. Foram feitas fotografias das lesdes no dia da operacao, no sexto e no 14° dia pds-operatorio,
para andlise de area e do maior diametro da ferida. Realizou-se a eutanasia de todos os animais no 14° dia pds-operatério. Ressecou-
se a pele dorsal e o plano muscular subjacente contendo a ferida para estudo histopatolégico. Resultados: ndo houve diferenca
estatisticamente significante no percentual de fechamento, nos achados histopatolégicos ou na reducdo da area e do maior
didmetro das feridas, entre os grupos estudados no 14° dia pés-operatério. Conclusdo: nas condicdes experimentais em que o
estudo foi realizado, o gel-creme de latex ndo interferiu na cicatrizacdo de feridas cutaneas agudas em ratos.

Descritores: Cicatrizacdo. Latex. Terapéutica. Pele. Ratos.

INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas consiste em uma coordenada
cascata de eventos celulares e moleculares que
interagem para permitir a reconstituicao dos tecidos. A perda
tecidual é fator desencadeante da cicatrizacao e inicia uma
série de etapas sobreponentes no tempo, que inclui infla-
macao, neoformacado e remodelamento tecidual. Imedia-
tamente apds a injuria, tem inicio esse processo de reparo,
por meio da acdo de uma série de fatores de crescimento,
citocinas e produtos liberados das plaquetas e dos vasos
sanguineos lesados. Ap6s a formacao do codgulo sangui-
neo, células inflamatérias invadem o tecido e exercem fun-
cbes de defesa contra micro-organismos contaminantes,
sendo também fontes importantes de fatores de crescimen-
to e citocinas iniciadores da fase proliferativa da cicatriza-
cdo. Esta, por sua vez, inicia-se com a migracao e prolife-
racao de queratinécitos nas bordas da ferida, seguida da
multiplicacdo de fibroblastos dérmicos nas vizinhancas do
tecido lesado. Subsequentemente, os fibroblastos iniciam
a producao de grandes quantidades de matriz extracelular.
Ainda na fase proliferativa, constitui-se o tecido de
granulacdo, nome atribuido pela caracteristica granular
devida a presenca de capilares neoformados, essenciais

ao processo de reparo. Finalmente, ocorre a transicdo do
tecido de granulacao para uma cicatriz madura, caracteri-
zada pela continua sintese e degradacdo de colageno. A
cicatriz ¢ um tecido mecanicamente insuficiente, onde fal-
tam apéndices epidérmicos'.

Desde a Antiguidade, o homem tenta interferir
nesse processo de reparo tecidual. Nas Ultimas décadas,
muito esforco tem sido dispensado para identificar subs-
tancias e técnicas no manejo de feridas, capazes de favo-
recer a cicatrizacdo. Também a busca de substancias com
atividade angiogénica tem sido intensa, por seu grande
potencial de aplicacao clinica. Apesar disto, a cicatrizacdo
de feridas ainda permanece um problema clinico desafia-
dors.

O uso do latex natural da seringueira Hevea
braziliensis para fins medicinais é alternativa que agrega
biocompatibilidade e baixo custo. Diversos estudos sugeri-
ram a existéncia, no latex, de fatores de crescimento ca-
pazes de atuar em tecidos humanos estimulando a
neovascularizacdo, adesdo celular e formacdo de matriz
extracelular, embora esse mecanismo de acdo nao tenha
sido completamente elucidado*. A biomembrana de latex
da seringueira, com finalidade terapéutica foi desenvolvi-
da por Coutinho-Netto, no Laboratério de Bioguimica da

1. Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF, Brasil.
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Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto/SP. No
ano de 1996, o primeiro trabalho realizado utilizou esse
material na reconstrucdo de defeitos experimentais no
esofago de cdes. Demonstrou-se influéncia da prétese na
neoformacao tecidual, sugerindo a possibilidade do seu uso
como substituto ou promotor da formacdo de 6rgaos e te-
cidos, embora tenha havido eliminacdo do material®. Estu-
dos experimentais subsequentes demonstraram a atuacao
favorecedora da biomembrana no reparo de defeitos da
parede abdominal de ratos®, reconstrucdo conjuntival em
coelhos’, como prétese na inguinoplastia
videolaparoscépica em caes®, no revestimento da cavida-
de aberta em timpanomastoidectomias® e substituicdo do
pericardio de caes'. A biocompatibilidade da biomembrana,
necessaria para sua utilizacdo como biomaterial, foi com-
provada por uma série de estudos experimentais'-'3. A
biomembrana, na forma de curativo, constitui uma pro-
posta Util para tratar as Ulceras de pressdo, promovendo
rapido desbridamento, granulogénese e aceleracdo da ci-
catrizacao'. Efeitos semelhantes foram observados na sua
utilizacao em Ulceras cronicas flebopaticas'.

Estudos subsequentes comprovaram que as pro-
priedades angiogénicas e de aceleracao devem-se a acdo
de uma substancia protéica presente na fracdo soro do
latex* 6. Essa descoberta estimulou o desenvolvimento de
um gel-creme para uso tépico, indicado no tratamento e
cicatrizacao de feridas, produzido a partir do soro base
contendo as fracoes protéicas bioativas adicionado a uma
base gel creme.

O objetivo desta pesquisa foi estudar o efeito do
gel-creme de latex na cicatrizacdo de feridas cutaneas
agudas induzidas no dorso de ratos.

METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Ci-
rurgia Experimental da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade de Brasilia (UnB), Brasil. Foram adotados os principi-
0s éticos em experimentacao animal, preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA),
instituicdo filiada ao International Council for Laboratory
Animal Science e a Legislacdo Brasileira de Animais de
Experimentacdo, Lei Federal n° 6638, de 1979. O projeto
da pesquisa foi submetido a apreciacdo e aprovacao pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (protocolo de apro-
vacao numero 52.439/2011).

Foram estudados 16 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, adultos,
machos, com média de idade de 60 dias, pesando entre
188 e 386 gramas. Instituiu-se, antes do inicio do experi-
mento, periodo de aclimatacdo de sete dias. Os animais
permaneceram em alojamento préprio, sob temperatura e
umidade ambientes, em ciclo circadiano (claro/escuro), com
livre acesso a dgua e a racao especifica (Purina® — Labina).

Desenho do experimento

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria
em dois grupos, com oito animais em cada grupo, sendo
um experimental e um controle: Grupo Latex- aplicacdo
do soro do latex em base gel-creme em todo o leito da
ferida, no periodo zero, no terceiro, no sexto e no nono
dias pds-operatérios. Grupo Controle- sem nenhum trata-
mento sobre a ferida. Realizou-se a eutanasia de todos os
animais no 14° dia pds-operatorio.

Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com cloridrato
de xilazina na dose de 10mg/kg de peso corporal, combi-
nado com cloridrato de cetamina na dose de 75mg/kg de
peso corporal, por via intramuscular. Atingido o plano anes-
tésico, cada animal foi colocado sobre prancha cirurgica,
em decubito ventral. Apds a tricotomia, seguiu-se a técni-
ca operatoria com a mesma padronizacao para os animais
de todos os grupos, conforme ja descrito pelos autores em
publicacdo prévia'’. O centro da regido depilada foi previ-
amente demarcado com punch dermatoldgico metalico de
2,5cm de didmetro e a excisdo da pele foi completada
com bisturi (Figura 1). A hemostasia foi feita por compres-
sdo digital com gaze. Em seguida, Os animais do grupo
latex receberam aplicacdo manual do latex em base gel-
creme, em quantidade suficiente para cobrir a superficie
da ferida. No grupo controle, foi feita apenas a lesdo, se-
guida de hemostasia.

O gel-creme de latex foi reaplicado no terceiro,
no sexto e no nono dias pdés-operatorios. Todos os animais,
incluindo os do grupo controle, foram previamente
anestesiados nos dias supracitados. No terceiro e no nono
dias, os animais do grupo experimento foram anestesiados
para a adequada aplicacdo do gel-creme na ferida e, os
do controle para que os animais fossem expostos as mes-
mas situacoes de estresse, exceto a aplicacdo do gel-cre-
me.

Nenhum dos grupos recebeu curativo oclusivo
apos a aplicacao dos tratamentos. Ao final dos procedi-

Figura 1 - Excisdo da pele. Detalhe da drea demarcada pelo

punch, seccionada respeitando-se o plano muscular.
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mentos, os animais eram recolocados nas suas respectivas
gaiolas, nas mesmas condicdes do pré-operatorio.

Documentacdo da evolucdo das feridas

Com os animais fixados na mesa cirurgica, fo-
ram medidos o maior e 0 menor diametro das feridas, uti-
lizando-se paquimetro para comparacao com a medida
inicial padronizada. Nesse tempo, foi feito o registro foto-
gréfico digital das feridas. Esse procedimento foi realizado
na data da operacao e repetido sexto dia e no 14° dia pos-
operatério. A imagem da lesdo foi transportada para o
software Image J® e, apds a delimitacdo da periferia pelo
método poliline (demarcacao de todos os pontos da le-
sdo0), a imagem da ferida foi analisada nos parametros de
area e maior diametro.

Coleta do material para estudo

No 14° dia pds-operatério, os 16 animais foram
anestesiados com cetamina e xylazina intramusculares. Em
seguida, um bloco dorsal, contendo a ferida e plano mus-
cular subjacente foi excisado. A eutanasia foi realizada com
dose letal de thiopental por via intraperitoneal, na dose de
25mg/Kg. As pecas foram conservadas em formol para
estudo histopatoldgico.

Histopatologia

Para a andlise histopatoldgica, os fragmentos
incluidos em parafina foram corados com hematoxilina-
eosina e examinados ao microscépio éptico. Analisou-se a
guantidade de colageno, de fibroblastos e de infiltrados
mononuclear e polimorfonuclear. Esses parametros foram
graduados em escala de 0 a 3 indicando, respectivamen-
te, amostras com auséncia, quantidade escassa, modera-
da ou acentuada da variavel analisada. Os neovasos foram
guantificados em cinco campos de grande aumento. A pre-
senca ou auséncia de reepitelizacdo, de corpo estranho,
de abscesso e de foliculos pilosos na cicatriz também fo-
ram documentadas.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o
software Sigma Stat® 3.5. As comparacdes das areas e
dos maiores diametros das feridas nos grupos latex e con-
trole, em cada um dos dias de estudo, foram feitas por
meio do teste One Way Analisys of Variance (ANOVA).
Para as variaveis histolégicas, foram usados os testes Exato
de Fisher e Qui-Quadrado. O nivel de significancia (p) utili-
zado para se rejeitar a hipotese da nulidade foi 0,05.

RESULTADOS

Medidas das feridas

Comparando-se 0s grupos controle e latex, no
dia da operacao, no sexto e no 14° dias pés-operatorios, a
area das feridas ndo apresentou diferenca estatisticamen-
te significante (Tabela 1).

O percentual de fechamento das feridas do dia
zero ao dia seis nao apresentou diferenca estatisticamente
significante na comparacao intergrupos (p=0,136). Obser-
vou-se, no entanto, maior percentual de fechamento no
latex em relacdo ao controle, de 63,1% e 59,5%, respec-
tivamente.

Avaliagdo microscépica

As tabelas 2, 3 e 4 demonstram a comparacao
histolégica intergrupos no 14° pés-operatério, ndo apre-
sentando diferenca com significancia estatistica em nenhum
item analisado. Apesar de nao ser significante estatistica-
mente, o nUmero de neovasos No grupo latex, observados
em campos microscépicos de grande aumento, foi maior
comparado ao grupo controle (Figura 2).

DISCUSSAO

Diversas pesquisas comprovaram que a
biomembrana produzida a partir do latex natural da Hevea
braziliensis ¢ biocompativel e possui propriedades
angiogénicas, de adesao celular e de formacao de matriz
extra celular'. Em Ulceras de pressao, a biomembrana pro-
piciou o rapido desbridamento das feridas, granulogénese
e completa cicatrizacdo, produzindo cicatrizes planas e
estéticas'. Resultados semelhantes foram observados em
pacientes diabéticos com dificuldades de cicatrizacao’s.
Quando utilizada em pacientes com Ulceras venosas croni-
cas, a biomembrana atuou como um fator indutor da cica-
trizacdo, sobretudo na fase inflamatdria, confirmado pela
intensa exsudacdo e desbridamento das leses, promoven-
do a transformacao do microambiente das Ulceras venosas
cronicas™.

A elaboragao de um gel de latex contendo as
fracoes protéicas responsdveis pela inducdo de angiogénese
representa o aprimoramento biotecnoldgico das pesquisas
com o latex natural da Hevea brasiliensis. Obtém-se o pro-
duto mediante técnica de separacao de fracbes protéicas
em cromatografia liquida de alto desempenho, liofilizacao
e formulacdo em gel-creme. Segundo estudos realizados

Tabela 1 - Areas das lesées em cm? nos grupos controle e latex.

Dia do experimento Controle (n=8)Média = DP Latex (n=8)Média = DP p
0 4,17 + 0,88 4,44 + 0,88 0,544
6 1,69+ 0,52 1,60+ 0,44 0,711
14 0,04 = 0,04 0,06+ 0,03 0,083
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Tabela 2 - Comparacao histolégica intergrupos controle-latex no 14° dia pds-operatério.
Controle (n=8) Latex (n=8)
Média Max/min Média Max/min
Colageno 2,0 2/2 2,0 2/2
Fibroblastos 3,0 3/3 3,0 3/3
Mononucleares 2,0 2/2 2,0 2/2
Polimorfonucleares 2,0 2/2 2,0 2/2
Hiperplasia epitelial 1,4 21 1,8* 21
* Latex x controle - p=0,234.
Tabela 3 - Comparacéao histolégica intergrupos controle-latex no 14° dia pés-operatorio (2).
Controle (n=8) Latex (n=8)
presente ausente presente Ausente

Foliculo piloso 0 8 0 8
Abscesso 0 8 0 8
Corpo estranho 8 0 8 0
Epitelizacao 4 4 3 5
Tabela 4 - Comparacéo intergrupos controle-latex — quantificacdo de neovasos no 14° dia pos-operatério.

Controle (n=8)Média + DP Latex (n=8)Média + DP p
Vasos /campo 24,50 = 9,24 26,25 = 12,41 0,561

pelo fabricante, as fracoes protéicas apresentam ativida-
des bioldgicas de estimulo a angiogénese, proliferacao
celular de fibroblastos, sintese de colageno e reforco da
matriz extracelular e inibicdo da sintese de colagenase?.
Foi também conduzido, pelo mesmo grupo, um estudo que
utilizou o gel de latex em pacientes com Ulceras cronicas,
com resultados favoraveis.

Figura 2 - Fotomicrografia de tecido de reparacdo da pele de
ratos - 14 dias de pés-operatorio.

Legenda: A=Rato grupo latex B= ldtex grupo controle. Coloracdo por
HE, 40x.

Nota: neovasos em maior quantidade em A (seta) que em B.

Em estudo para avaliar a biocompatibilidade da
biomembrana, em 2004, Mrué et al. avaliaram a inducao
de cicatrizacdo pelo biomaterial utilizando um modelo de
Ulceras dérmicas agudas circulares de 0,5cm provocadas
em orelha de coelhos. O grupo tratado com biomembrana
apresentou epitelizacdo precoce em relacao ao controle e,
nas amostras histopatoldgicas, evidenciou-se presenca de
fibras coladgenas organizadas, sem sinal de fibrose, e
neovasos''.

Nas condicoes experimentais do presente estu-
do, nao foi possivel comprovar, em termos de reducao de
area da ferida e de achados histopatolégicos, a eficacia
do latex em gel, uma vez que estes parametros nao apre-
sentaram significancia estatistica na comparacdo com o
grupo controle. No estudo de Mrué'", a conformacao fle-
xivel da biomembrana permitiu o contato direto e perma-
nente da Ulcera por meio de pontos de sutura. Em estudo
avaliando angiogénese, permeabilidade vascular e cica-
trizacdo, o soro do latex, acrescido a um gel de
carboximetilcelulose, foi aplicado no dia da operacéo e
no terceiro, sexto e nono dias pés-operatorios, observan-
do-se aceleracdo da cicatrizacao'®. O presente estudo uti-
lizou o latex com a mesma frequéncia de aplicacdo, po-
rém, diferentemente do estudo supracitado, as Ulceras
nao receberam curativo oclusivo apds cada aplicacdo, o
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gue pode ter propiciado que o produto ficasse menos tem-
po em contato com a ferida do animal. Estes fatos po-
dem ter causado interferéncia na observacao de eventual
diferenca entre este grupo e os demais. Outra limitacao
do presente estudo é o tamanho amostral, com apenas
oito animais em cada grupo. Uma amostra maior poderia
aumentar o poder estatistico nesta pesquisa. Para estu-
dos futuros, sugere-se que diferentes quantidades do pro-
duto sejam utilizadas a fim de propor uma dose, em rela-

ABSTRACT

cdo ao tamanho da lesdo, suficiente para promover um
possivel efeito satisfatorio. Biopsias seriadas das lesdes
também poderao ser Uteis para avaliar a influéncia do
gel-creme de latex em periodos evolutivos especificos da
cicatrizacao.

Em conclusdo, nas condicoes experimentais em
gue o estudo foi realizado, o gel-creme de latex nao influ-
enciou a cicatrizacao de feridas cutaneas agudas em ra-
tos.

Objective: to evaluate the effect of topical delivery of latex cream-gel in acute cutaneous wounds induced on the back of rats.
Methods: we subjected sixteen rats to dermo-epidermal excision of a round dorsal skin flap, with 2.5cm diameter. We divided the
animals into two groups: Latex Group: application of cream-gel-based latex throughout the wound bed on postoperative days zero,
three, six and nine; Control group: no treatment on the wound. Photographs of the lesions were taken on the procedure day and
on the 6" and 14" postoperative days, for analyzing the area and the larger diameter of the wound. We carried out euthanasia of
all animals on the 14 postoperative day, when we resected he dorsal skin and the underlying muscle layer supporting the wound
for histopathological study. Results: there was no statistically significant difference in the percentage of wound closure, in the
histopathological findings or in the reduction of the area and of the largest diameter of the wounds among the groups studied on
the 14 postoperative day. Conclusion: according to the experimental conditions in which the study was conducted, latex cream-
gel did not interfere in the healing of acute cutaneous wounds in rats.

Key words: Wound Healing. Latex. Therapeutics. Skin. Rats.
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