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RESUMO 

 

ANDRADE, T. A. M. Modificações teciduais e mecanismos de ação da fração F1 do látex 

da seringueira Hevea brasiliensis na cicatrização de úlceras cutâneas em ratos 

diabéticos. 2012. 152 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 

 

O diabetes, relacionado ao estresse celular, altera consideravelmente a cicatrização de úlceras 

cutâneas. O látex da seringueira Hevea brasiliensis tem se apresentado como importante indutor 

da cicatrização especialmente nas ulcerações comprometidas pelo diabetes no qual foi observado 

clinicamente estímulo do látex à total reepitelização. Foram avaliadas as modificações teciduais e 

os mecanismos de ação da fração proteica (F1) do látex na cicatrização de úlceras cutâneas em 

ratos diabéticos e não diabéticos. Inicialmente, foi testada a citotoxicidade da F1 em culturas de 

fibroblastos NIH-3T3 e queratinócitos humanos pelo método MTT. Em seguida, foram utilizados 

80 ratos Wistar, dos quais 40 foram induzidos ao diabetes (DM) (por streptozotocina 45 mg/Kg) e 

40 não-diabéticos (N), submetidos a úlceras dorsais por punch (1,5 cm de diâmetro), as quais 

foram tratadas com gel de carboximetil-celulose (CMC) 4% (DM/N-sham) e CMC+F1 0,01% 

(DM/N-F1), seguidos por 2, 7, 14 e 21 dias após a lesão. Após eutanasiados 10 

animais/tempo/grupo, biópsias da pele/úlcera/cicatriz foram coletadas para estudo da 

reepitelização pelo cálculo do índice de cicatrização; histomorfometria (HE e Gomori) para 

quantificação de infiltrado inflamatório, vasos, fibroblastos e % da área de colágeno; 

imunoistoquímica para OSM, OSMR-β, iNOS, VEGF, eNOS, TGF-β1, IGF, e sinalizadores da insulina: 

IRS, AKT, SHC e ERK; dosagem do estresse oxidativo (NO-óxido nítrico, LPM-lipoperóxidos de 

membranas, MPO-mieloperoxidase, MDA-malondialdeído, FOX-H2O2 e defesas antioxidantes: 

GSH-glutationa e TRAP-Capacidade Antioxidante Total e citometria de fluxo para CD11b
+
, CD4

+
 e 

CD8
+
. A fração F1 apresentou-se atóxica em relação às culturas de fibroblastos NHI-3T3 e 

queratinócitos humanos. Além disso, a pele diabética (sem tratamento) apresentou maior 

quantidade de infiltrado inflamatório (p=0,0001) e estresse oxidativo [NO (p=0,0473) e LPM 

(p=0,0001)] que a não diabética. No entanto, o DM diminuiu na pele os níveis de angiogênese 

(p=0,0001), VEGF (p=0,0002) e eNOS (p=0,0206) bem como a sinalização da insulina (IRS-

p=0,0001, AKT-p=0,0041, SHC-p=0,0006, ERK-p=0,0002) em relação dos não diabéticos. Quando 

a proteína F1 foi utilizada no tratamento das úlceras dos ratos diabéticos, houve importante 

quimiotaxia de células inflamatórias para a úlcera até o 7° dia (p=0,0452), especialmente PMN, 

com maior estresse oxidativo [OSM, OSMR-β, iNOS, NO, MPO, FOX e LPM (p=0,0001)], além de 

assemelhar-se à cicatrização normal (grupo N sham). Este estímulo à fase inflamatória e ao 

estresse oxidativo pareceu favorecer as próximas fases da cicatrização, aumentando a 

angiogênese, VEGF e eNOS no 14° e 21° dia, o que certamente favoreceu a reepitelização 

(p=0,0026). Os efeitos da associação F1 x DM também pareceu estimular a fibroplasia no 14° e 

21° dia (p=0,0121) e colagênese (p=0,0001). Além disso, F1 associada ao DM permitiu maior 

expressão de IRS, SHC e ERK diferente do DM sham e também semelhante ao N sham. Sendo 

assim, o maior recrutamento de células inflamatórias, estímulo à produção de citocinas e fatores 

de crescimento, o estresse oxidativo desencadeado até o 14° dia, o importante estímulo à 

fibroplasia e colagênese bem como a importante ativação da sinalização da insulina, outrora 

diminuída nos diabéticos, foram fatores essenciais que permitiram a total reepitelização das 

úlceras cutâneas tratadas com F1 nos ratos diabéticos. 

Palavras-chave: Cicatrização. Inflamação. Estresse Oxidativo. Diabetes mellitus. Hevea brasiliensis. 

Análise de imagem Assistida por Computador. 

 



ABSTRACT 

 

ANDRADE, T. A. M. Tissue modifications and mechanisms of action of F1-fraction 

of latex from Hevea brasiliensis rubber tree on wound healing in diabetic rats. 

2012. 152 p. Thesis (Doctoral Degree) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 
 

Diabetes, stress-related cellular changes considerably the healing of skin ulcers. The latex of the rubber 

tree Hevea brasiliensis has emerged as an important inducer of healing ulcerations especially in 

compromised by diabetes in which it was clinically observed stimulation of latex to complete 

reepithelialization. We evaluated the tissue changes and the mechanisms of action of the protein 

fraction (F1) of the latex on the healing of cutaneous ulcers in diabetic and nondiabetic rats. Initially, 

we tested the cytotoxicity of F1 in cultured fibroblasts NIH-3T3 and human keratinocytes by MTT 

method. Then, we used 80 Wistar rats, of which 40 were induced diabetes (DM) (by streptozotocin 45 

mg / kg) and 40 non-diabetic (N), dorsal ulcers underwent punch (1.5 cm diameter) , which were 

treated with gel of carboxymethyl cellulose (CMC) 4% (MD / N-sham) or CMC 0.01% + F1 (DM/N-F1), 

followed by 2, 7, 14 and 21 days after injury. After euthanized 10 animals / time / group, biopsies of 

skin / ulcer / scar were collected for the study of reepithelialization by calculating the rate of healing; 

histomorphometry (HE and Gomori) for quantification of inflammatory infiltrate, vessels, fibroblasts 

and collagen% of the area ; immunohistochemistry for OSM, OSMR-β, iNOS, VEGF, eNOS, TGF-β1, IGF 

and insulin signaling: the IRS, AKT, ERK and SHC; dose of oxidative stress (NO, nitric oxide, LPM-

membrane lipoperoxides, MPO, myeloperoxidase, MDA-malondialdehyde, FOX-H2O2 and antioxidant 

defenses: GSH-glutathione and TRAP-total antioxidant capacity and flow cytometry for CD11b +, CD4 

+ and CD8 +. fraction F1 presented nontoxic of cultures fibroblast NIH- 3T3 cells and human 

keratinocytes. In addition, diabetic skin (no treatment) had higher amounts of inflammatory infiltrate (p 

= 0.0001) and oxidative stress [NO (p = 0.0473) and LPM (p = 0.0001)] that non-diabetic. However, DM 

skin decreased levels of angiogenesis (p = 0.0001), VEGF (p = 0.0002) and eNOS (p = 0.0206) as well as 

insulin signaling (IRS P = 0.0001, p = 0.0041 AKT-,-SCH p = 0.0006, ERK-p = .0002) than non-diabetic 

subjects. When the F1 protein was used in the treatment of ulcers of diabetic rats , there was a 

significant chemotaxis of inflammatory cells for the ulcer to the 7th day (p = 0.0452), especially PMN 

with higher oxidative stress [OSM, OSMR-β, iNOS, NO, MPO, FOX and LPM (p = 0 , 0001)], and 

resemble the normal healing (sham group N). This stimulation of the inflammatory and oxidative stress 

seemed to favor the next phases of wound healing by increasing angiogenesis, VEGF and eNOS in 14 

and 21 days , which certainly favored the re-epithelialization (p = 0.0026). The effects of the 

combination F1 x DM also appeared to stimulate fibroplasia in 14 and 21 days (p = 0.0121) and 

collagenesis (p = 0.0001). In addition, F1 associated with DM allowed a greater expression of IRS, SHC 

and ERK different from sham DM and also similar to N sham. Thus, the increased recruitment of 

inflammatory cells, stimulate the production of cytokines and growth factors, stress oxidative triggered 

until the 14th day, the important stimulus to fibroplasia and collagenesis well as the important 

activation of insulin signaling, once diminished in diabetics, were key factors that allowed total 

reepithelialization of cutaneous wounds treated with F1 in diabetic rats. 

 

Keywords: Wound Healing. Inflammation. Oxidative Stress. Diabetes mellitus. Hevea 

brasiliensis. Image Processing, Computer-Assisted. 
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"A confusão começa a aparecer quando começamos a colocar tudo em ordem.” 
_ Paulo Coelho 

 
"Toda glória deriva da ousadia para começar." 

_ Eugene F. Ware 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Úlceras cutâneas 

 

 

Úlceras cutâneas são definidas como um rompimento da continuidade 

anatômica da pele (envolvendo derme e/ou epiderme) e de sua funcionalidade 

(DIEGELMNN; EVANS, 2004; KOKANE, 2009; SCHMIDT et al., 2009). Várias doenças de 

base como insuficiência vascular arterial e venosa, insuficiência nutricional, perda de 

mobilidade, imunodeficiência e exacerbação de comorbidades como diabetes, 

insuficiência cardíaca e infecção, prejudicam a integridade cutânea tornando propício 

o desenvolvimento de úlceras. Uma vez que a pele é rompida, a lesão pode progredir 

rapidamente à úlcera profunda e extensa (JAUL, 2009). 

O aumento da expectativa de vida e o rápido incremento da população idosa 

têm sido apontados como determinantes sociais da crescente prevalência de 

condições crônicas de saúde. Neste contexto, as úlceras cutâneas assumem 

importância, visto que podem estar relacionadas a doenças crônico-degenerativas 

associadas à idade, como doenças cardiovasculares, diabetes mellitus e artrite 

reumatóide. Projeções publicadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

estimam que a população idosa aumente cerca de sete a oito vezes até o ano 2025 

(LIMA; COSTA et al., 2000). 

A maioria das úlceras é causada por isquemia secundária a estase venosa, 

pressão e diabetes mellitus. Úlceras que não cicatrizam, principalmente em pacientes 

idosos, podem tornar-se crônicas por anos ou mesmo levar estes pacientes a óbito 

(JAUL, 2009; MENKE et al., 2007). 

Nos EUA aproximadamente 600.000 indivíduos têm úlceras venosas, com 

custo médio de dez mil dólares por indivíduo, outros 1,4 milhões têm úlceras por 
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pressão. O custo total do tratamento para estes dois grupos tem sido estimado em 8 

milhões de dólares anualmente (CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007). 

Em 2003 uma pesquisa avaliou que o mercado americano de produtos para o 

cuidado de úlceras, incluindo curativos biológicos e sintéticos, é maior que 1,7 

bilhões de dólares e estimou um aumento significativo conforme a população 

envelhece (CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007). 

Estudos realizados na União Européia têm estimado uma prevalência para 

úlceras de pé e perna de 1,48/1000 habitantes e com o avanço da idade, estes 

números aumentam (36/1000 habitantes com mais de 65 anos de idade). A 

prevalência anual de úlceras venosas de perna tem sido estimada em 1,69% para 

indivíduos com 65 anos de idade ou mais (HOWELL-JONES et al., 2005). 

Tais resultados evidenciam a importância da doença úlcera cutânea na vida 

dos pacientes, tendo em vista os aspectos socioeconômicos e psicológicos. Um 

paciente com uma úlcera que não cicatriza tem diminuição da qualidade de vida 

devido ao desconforto, mau odor, presença de secreção, além de dano à imagem 

corporal, a qual resulta em isolamento social (JAUL, 2009). Outras complicações de 

úlceras crônicas incluem limitações funcionais (como dificuldade de locomoção), dor 

crônica, infecções (celulite, formação de abscessos, osteomielite e mesmo sepse) e 

amputação (MENKE et al., 2007). 

Nos últimos séculos e nas décadas recentes inúmeros avanços trouxeram 

mudanças significantes no conhecimento científico sobre o processo cicatricial, que 

influenciaram as abordagens atualmente aceitas no tratamento de úlceras cutâneas 

(SHAI; MAIBACH, 2005). 

Muitos curativos naturais e sintéticos, assim como métodos baseados em 

fototerapia (LEITE et al 2011, MINATEL et al 2009) têm sido alvos frequentes na busca 

de estratégias eficazes da estimulação do processo cicatricial, destacando dezenas de 

curativos impregnados com diferentes substâncias, desde vaselina a fatores de 

crescimento geneticamente produzidos e disponíveis comercialmente (BROUGHTON 

II; JANIS; ATTINGER, 2006a). 
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1.2 Cicatrização de úlceras 

 

 

A cicatrização é um processo biológico complexo e multifatorial no qual há 

interação simultânea de eventos celulares, bioquímicos e imunológicos levando à 

reconstituição e restauração da integridade tecidual. Embora os eventos no processo 

cicatricial ocorram de maneira sobreposta, características distintas são observadas e 

desta forma o processo pode ser didaticamente dividido em: hemostasia, 

inflamação, proliferação e remodelamento tecidual (DOUGHTY; SPARKS-

DeFRIESE, 2012; JAUL, 2009; MENKE et al., 2008; STOJADINOVIC et al., 2008; 

STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). 

 

 

1.2.1 Hemostasia 

 

 

O processo normal de cicatrização começa no momento que o tecido é 

lesado. Após a lesão e rompimento de vasos sanguíneos, ocorre extravasamento de 

sangue, que preenche a área lesada com plasma e elementos celulares (plaquetas), 

ocorre aumento da permeabilidade vascular com liberação de proteínas plasmáticas 

(fibrinogênio e fibronectina), aminas vasoativas e outros mediadores. 

As aminas vasoativas aumentam a permeabilidade vascular permitindo que 

células efetoras (plaquetas, neutrófilos, monócitos e linfócitos) e proteínas do plasma 

atinjam o local lesado. Uma vez que os componentes do sangue extravasam para o 

local da lesão, as plaquetas entram em contato com colágeno exposto e outros 

elementos da matriz extracelular (MEC), agregam-se e são ativadas, liberando fatores 

da coagulação e citocinas (DIEGELMANN; EVANS, 2004; MONACO; LAWRENCE, 

2003). 
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As plaquetas se aderem às fibras de colágeno expostas no endotélio lesado 

por meio de receptores específicos (glicoproteínas - GPIb/IX/V). A ativação 

plaquetária resulta na liberação do seu conteúdo granular e estimula a ativação local 

dos fatores da coagulação plasmática. Estes fatores estimulam a polimerização da 

fibrina resultando no depósito de um coágulo de fibrina no local da lesão, também 

conhecido como “tampão plaquetário”, levando à hemostasia. A trombina 

desempenha função central na coagulação convertendo o fibrinogênio em fibrina e 

induzindo a degranulação plaquetária, com liberação de fator de crescimento 

derivado de plaqueta (PDGF), fator transformador de crescimento beta (TGF-β), fator 

de crescimento epitelial (EGF) e fator transformador de crescimento alfa (TGF-α) 

(BAUM; ARPEY, 2005; BEANES et al., 2003; FRADE, 2003; GURTNER et al., 2008; 

MANKAD; CODISPOTI, 2001; STOJADINOVIC et al., 2008; STRONCEK; BELL; REICHERT, 

2009). 

O coágulo age como uma barreira temporária prevenindo o sangramento 

excessivo e limitando a disseminação de patógenos para a corrente sanguínea. 

Inicialmente o coágulo é composto de plaquetas, fibrina e fibronectina, e serve como 

uma matriz provisória ou suporte para a migração celular (como neutrófilos, 

monócitos, fibroblastos e células endoteliais) e agregação plaquetária, que irão 

liberar fatores de crescimento no tecido circunjacente durante os eventos 

subsequentes do processo cicatricial (BAUM; ARPEY, 2005; BROUGHTON II; JANIS; 

ATTINGER, 2006b; CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007; DIEGELMANN; EVANS, 2004; 

KARUKONDA et al., 2000; MONACO; LAWRENCE, 2003; STRONCEK; BELL; REICHERT, 

2009). A remoção desta matriz provisória dificulta severamente o reparo da lesão 

(BEANES et al., 2003). 

As plaquetas liberam não apenas os fatores da coagulação necessários para 

controlar o sangramento e perda de fluido e eletrólitos, mas também moléculas 

sinalizadoras (citocinas e fatores de crescimento), que iniciam a resposta cicatricial. 

Os dois fatores mais importantes são o fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) e o fator transformador de crescimento-beta (TGF-β). 
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O PDGF inicia a quimiotaxia de neutrófilos, macrófagos, células de músculo 

liso e fibroblastos. Além disso, estimula a mitogênese de fibroblastos e células de 

músculo liso. TGF-β adiciona outro sinal importante para o início da cascata da 

cicatrização por atrair macrófagos e os estimular a secretar citocinas adicionais 

incluindo fator de crescimento de fibroblastos (FGF), PDGF, TNF-α e IL-1β 

(DIEGELMANN; EVANS, 2004; STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). Células 

inflamatórias são quimiotaticamente atraídas ao reservatório de moléculas 

armazenadas no coágulo, o que inicia a inflamação, a próxima etapa na sequência do 

processo de cicatrização (STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). 

 

 

1.2.2 Fase inflamatória 

 

 

A fase inflamatória é caracterizada pelos sinais típicos do processo 

inflamatório localizado, como dor, rubor, calor e edema, resultado da vasodilatação e 

da permeabilidade capilar aumentada (BAUM; ARPEY, 2005; MONACO; LAWRENCE, 

2003). As principais células envolvidas são os neutrófilos e os macrófagos, e a 

principal função desta fase é preparar o local afetado para o crescimento do novo 

tecido (ABREU; MARQUES, 2005). 

O processo de inflamação acontece para conter ou neutralizar o agente 

causador da lesão. O ambiente no qual se inicia a inflamação é uma mistura de tecido 

lesado, componentes do coágulo (plaquetas, células sanguíneas vermelhas, fibrina), 

proteínas extravasadas do plasma e material estranho introduzido no momento em 

que houve a lesão (STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). 

Os neutrófilos são as primeiras células a responder imediatamente após a 

formação do coágulo. Eles migram para o local lesionado como resposta aos 

quimioatraentes liberados pelas plaquetas, assim como quimiocinas presentes nas 

membranas das células endoteliais; bactérias também liberam sinais químicos, 
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atraindo neutrófilos que irão fagocitá-las. Conforme os mediadores inflamatórios se 

acumulam e prostaglandinas são produzidas, os vasos sanguíneos próximos ao local 

da lesão dilatam, estimulados por IL-1β, TNF-α, TGF-β, e produtos bacterianos, para 

permitir o aumento do recrutamento de células inflamatórias para a área lesada, 

inicialmente, os neutrófilos (BAUM; ARPEY, 2005; BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 

2006b; DIEGELMANN; EVANS, 2004). 

O receptor PSGL-1 dos leucócitos se liga a P-selectina expressa nas plaquetas 

e células endoteliais (marginação). A baixa afinidade da ligação leva os neutrófilos 

livres a rolarem pelo endotélio vascular (rolamento) e rapidamente se aderem às 

células endoteliais. O receptor de neutrófilo ligado a quimiocinas ativa integrinas, que 

ligam os neutrófilos as células endoteliais (adesão). Subsequentemente, o neutrófilo 

extravasa através da parede vascular para o leito da úlcera (diapedese). 

No leito da úlcera os neutrófilos, muito importantes pela sua atividade 

microbicida, liberam enzimas proteolíticas (tal como a mieloperoxidase – MPO) para 

a digestão de restos celulares e contribuem para a morte de bactérias por meio de 

fagocitose, produção de superóxido ou peróxido de hidrogênio (espécies reativas 

derivadas do oxigênio – ROS) e óxido nítrico (NO) (DOUGHTY; SPARKS-DeFRIESE, 

2012; MONACO; LAWRENCE, 2003; STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009; FIERRO et al., 

1996; FIERRO et al., 1999) 

Os principais agentes microbicidas de neutrófilos são as enzimas proteolíticas 

estocadas especialmente em grânulos azurofílicos (lisossomos verdadeiros ou 

grânulos primários) onde estão presentes, principalmente, lisozimas, mieloperoxidase, 

elastase, catepsinas, hidrolases ácidas, lactoferrina, etc (SWAIN et al., 2002) e ROS, 

geradas pela ativação do sistema enzimático oxidativo, acoplado a membrana 

plasmática, responsável pelo aumento do metabolismo oxidativo conhecido como 

NADPH oxidase ou simplesmente “burst” respiratório. Este é um sistema 

transportador de elétrons que transfere elétrons do NADPH intracelular para o 

oxigênio, reduzindo-o a ânion superóxido (O2
-) (SWAIN et al., 2002), o qual pode ser 

rapidamente convertido a peróxido de hidrogênio (H2O2), e estes, a radicais livres 
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hidroxilas, denominados genericamente de intermediários reativos do oxigênio 

(MALECH; GALLIN, 1987). 

Outra substância altamente reativa utilizada por neutrófilos para exercer sua 

função microbicida é o óxido nítrico (NO). Foi demonstrado que a produção de NO 

por neutrófilos de ratos através da indução da enzima iNOS foi capaz de causar a 

destruição de fungos e bactérias (FIERRO et al., 1996; FIERRO et al., 1999). Benjamim 

et al., (2000) demonstraram que a inibição da iNOS através da aminoguanidina foi 

capaz de reduzir drasticamente a atividade bactericida de neutrófilos de 

camundongos. Entretanto, enzimas proteolíticas e espécies ativas de oxigênio 

produzidas pelos neutrófilos ativados em excesso podem, em certas instâncias, serem 

liberadas no meio extracelular causando lesão tecidual (SWAIN et al., 2002). Por outro 

lado, há estudos em que baixos níveis de H2O2 são importantes para a eficácia da 

angiogênese na cicatrização (ROY et al., 2006). 

Assim, as principais funções dos neutrófilos são: remover material estranho, 

bactérias e células não funcionais, e componentes danificados da MEC que podem 

estar presentes no local da úlcera (DIEGELMANN; EVANS, 2004). 

Se a descontaminação da úlcera é completa, os neutrófilos entram em 

apoptose dentro de 48 horas. À medida que o número de neutrófilos diminui, estes 

são repostos por monócitos recrutados da circulação sanguínea por TGF-β e PDGF, 

que quando aderidos à matriz se transformam em macrófagos ativados e 

diferenciados, continuando o trabalho dos neutrófilos (BEANES et al., 2003; CHETTIBI; 

FERGUSON, 1999; FRADE, 2003; HARDING; PATEL, 2002; STRONCEK; BELL; REICHERT, 

2009). A presença de mastócitos no tecido lesado também contribui para a resposta 

inflamatória por liberarem histamina e serotonina para melhorar a permeabilidade 

capilar e promover a migração de macrófagos (STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). 

Os macrófagos ativados são altamente fagocíticos, sendo também 

responsáveis pela remoção de células não funcionais, neutrófilos preenchidos com 

bactérias, MEC danificada, corpos estranhos, restos celulares e qualquer bactéria 

remanescente no leito da úlcera, participando ativamente da fase inflamatória por 
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meio do desbridamento tecidual, liberação de citocinas e fatores de crescimento que 

estimulam a fase de formação e reepitelização tecidual, atuando na fibroplasia e 

angiogênese (Figura 1). 

Acredita-se que os macrófagos são mais importantes que os neutrófilos para 

a resolução satisfatória da inflamação. Em estudos onde os neutrófilos são 

depletados, o reparo não foi prejudicado, mas quando os macrófagos foram 

removidos, houve limpeza limitada do tecido necrótico no local da lesão, resultando 

em processo de cicatrização prolongado e demora da proliferação de fibroblastos 

com subsequente fibrose da úlcera. (BAUM; ARPEY, 2005; BEANES et al., 2003; 

DIEGELMANN; EVANS, 2004; GURTNER et al., 2008; STRONCEK, 2009; LEIBOVICH; 

ROSS, 1975). 

A ativação dos macrófagos se dá inicialmente pela liberação de fatores 

provenientes dos grânulos plaquetários, citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-

1β e IFN-γ além dos produtos da fagocitose de detritos celulares, como fibronectina 

ou colágeno (CHETTIBI; FERGUSON, 1999). Em seguida, são os linfócitos T CD4+ que 

passam a ser fonte importante das citocinas IL-1β, IL-2, TNF-α, EGF e TGF-β que vão 

principalmente aumentar o recrutamento de monócitos para o leito da úlcera além 

de tornar os macrófagos cada vez mais ativados e com maior poder fagocítico 

(MONACO; LAWRENCE, 2003). É a última célula a entrar no leito da úlcera no final da 

fase inflamatória (72 horas após a lesão) e são recrutados pela ação da IL-1β, 

componentes do sistema complemento e imunoglobulinas (IgG) (VELNAR; BAILEY, 

2009). No sangue periférico normal, 70% a 80% é constituído por linfócitos T 

maduros. Os linfócitos T CD4+ imunoglobulinas (IgG estão presentes no leito da 

úlcera em concentração máxima do 5° ao 7° dia após a lesão sob influência da IL-2 e 

vários outros fatores imunomoduladores (MONACO; LAWRENCE, 2003). 
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Figura 1 – Diversidade funcional dos macrófagos na resolução do processo cicatricial e 

inflamatório. Após migrarem para os tecidos, os monócitos transformam-se em 

macrófagos proporcionando praticamente a primeira linha de defesa contra patógenos 

intracelulares pela geração de inflamação, burst respiratório e fagocitose (produção de 

ROS – O2
-
, H2O2, NO); apresentação de antígenos para ativação da resposta imune; 

eliminação de imunocomplexos e regulação da resposta inflamatória; estímulo à 

cicatrização pela produção de citocinas e fatores de crescimento favorecendo a 

produção do tecido de granulação e também reabsorção óssea pelos osteoblastos 

Fonte: CHAWLA (2010) 

 

 

Dentre as várias citocinas que atuam no processo inflamatório da 

cicatrização, destaca-se também a oncostatina M (OSM). É uma citocina pleiotrópica, 

produzida por linfócitos, monócitos e polimorfonucleares e tem apresentando 

propriedades sobre a resposta inflamatória (WALLACE et al., 1999) tais como na 

regulação do crescimento, diferenciação, expressão gênica e sobrevida de vários 

tipos celulares e também contribuindo para o processo de inflamação e 

remodelagem teciduais (TANAKA, MIYAJIMA, 2003,). Essa citocina é estruturalmente e 

funcionalmente relacionada a IL-6, que também influencia a resposta imune. As 

atividades biológicas da OSM são mediadas através da ligação com a subunidade β 

de seu receptor específico (OSMR-β) o qual pertence aos receptores de transdução 

de sinal para IL-6 (HEINRICH et al., 2003). O OSMR-β é largamente expresso por 

vários tipos celulares e tecidos incluindo célula epitelial, fibroblastos e tecidos da pele 



                                                                                                                         Introdução  |   30 

(MOSLEY et al., 1996). A OSM exerce potente função na pele como citocina 

estimulando resposta mitogênica nos fibroblastos, células endoteliais (IHN, TAMAKI, 

2000; VASSE, et al., 1999) e extravasamento de polimorfonucleares após aplicação na 

pele (MODUR et al., 1997). Inúmeras atividades têm sido atribuídas à OSM in vitro, 

incluindo a diferenciação de megacariócitos, inibição do crescimento de células 

tumorais, indução de peptídeos neurotróficos e efeito na medula óssea. 

 

 

1.2.2.1 Estresse celular e mecanismos de defesas antioxidantes 

 

 

A pele é exposta a inúmeros agentes químicos, físicos e microbiológicos, 

muitos dos quais induzem à formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

nitrogênio (RNS). Estas espécies são fundamentais em diversos processos 

fisiopatológicos e bioquímicos, mantendo a sobrevivência e a homeostase celular, 

sendo que há um equilíbrio refinado entre sua formação e remoção. Porém, quando 

há alterações acentuadas neste equilíbrio, um estado pró-oxidante é gerado, levando 

assim ao chamado estresse oxidativo (RASILAINEN et al., 2002) (Figura 2). 

Neste contexto, fica claro que a pele, por sua importância, é um órgão cujas 

células possuem mecanismos enzimáticos de resposta rápida, bem como moléculas 

antioxidantes de baixo peso molecular para contrabalançar o efeito deletério causado 

por um estresse oxidativo (RASILAINEN et al., 2002), como apresentado na Figura 2. 
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Figura 2 – (A) O estresse oxidativo existe quando há um excesso de radicais livres sobre as defesas 

antioxidantes. Como consequência, os radicais atacam e oxidam outros componentes 

celulares principalmente os lipídeos (particularmente os poli insaturados), proteínas e 

ácidos nucleicos. Isso leva a uma lesão tecidual e, em alguns casos, o influxo de células 

inflamatórias para o local da lesão (KELLY, 2003) (B) Fontes de espécies reativas na pele e 

mecanismos de defesa. 

Fonte: GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007 

 

 

Dentre as ROS formadas na pele, podemos destacar os radicais hidroxila 

(HO•) e superóxido (O2
•-), os radicais peroxila e alcoxila (RO2

• e RO•), o oxigênio 

singlete (1O2) (BEAK et al., 2004; KING BA; OH DH, 2004; WEI et al., 1998) e os 

peróxidos de hidrogênio (H2O2) e orgânicos (ROOH). Além das ROS, também estão 

envolvidas em processos redox outras espécies intermediárias, as RNS, tais como •NO 

e espécies reativas de enxofre, com importância biológica significativa (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1998). 

A 

B 
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O equilíbrio entre a formação e a remoção das espécies citadas pode sofrer 

ação de agentes exógenos ou endógenos, induzindo um estado de estresse 

oxidativo. Este, por sua vez, pode ser restabelecido pelos sistemas antioxidantes 

presentes no tecido cutâneo. 

O sistema antioxidante cutâneo é formado por substâncias enzimáticas e não 

enzimáticas. Dentre os antioxidantes enzimáticos, destacam-se a glutationa 

peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD) (KOHEN; 

FANBERSTEIN; TIROSH, 1997). A CAT e a GPx são as principais responsáveis pela 

remoção imediata de H2O2. A GPx, por sua vez, é fundamental no metabolismo de 

H2O2 e de outros peróxidos, pois catalisa reações de doação de elétrons, no qual se 

utiliza da glutationa reduzida (GSH) como agente redutor, formando a glutationa 

oxidada (GSSG) (ROVER-JR; KUBOTA; HÖEHR, 2001). 

Os antioxidantes não enzimáticos, ou de baixo peso molecular também 

contribuem com a manutenção do balanço redox celular. Nesta classe inclui-se um 

vasto número de compostos, sintetizados in vivo ou obtidos exogenamente, que 

previnem danos oxidativos por interações diretas ou indiretas com as ROS/RNS 

(BIALY et al., 2002). 

Dentre as substâncias endógenas podemos destacar alguns hormônios, 

como estradiol e estrógeno que apresentam atividade antioxidante semelhante à 

vitamina E, devido, provavelmente, à sua porção fenólica, comum a ambas as 

moléculas (KVAM; DAHLE, 2003) e à melatonina, reguladora do relógio biológico nos 

mamíferos, que também apresenta atividade antioxidante, além de induzir a síntese 

de antioxidantes enzimáticos in vivo, como a glutationa peroxidase (REITER, 1997; 

SLOMINSKI et al., 2002). Destacam-se também o ácido lipóico, um cofator essencial 

em vários complexos enzimáticos que apresenta atividade antioxidante e que pode 

atuar como regenerador de formas oxidadas de glutationa, ascorbato e α-tocoferol 

(PODDA et al., 2001); bem como a melanina, um pigmento formado pela oxidação e 

polimerização da tirosina, com papel protetor contra a radiação UV, que também 
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possui papel antioxidante, protegendo a pele principalmente contra O2
•- e RO2 

(SERGEEV; UKHINA; SHIMANOVSKIĬ, 1999). 

Além de todo o sistema antioxidante endógeno exemplificado, a pele conta 

ainda com um eficiente mecanismo de reparo, caso os danos já tenham ocorrido, 

envolvendo enzimas e substâncias de baixo peso molecular (ICHIHASHI et al., 2003). 

Por exemplo: lesões oxidativas em DNA podem ser identificadas por enzimas 

específicas, removidas e reparadas (KROKAN et al., 1997), ou ainda, substâncias que 

sofreram ataque de radicais podem ser restauradas pela doação de hidrogênio de 

outras moléculas (ICHIHASHI et al., 2003). 

A aplicação tópica ou oral de antioxidantes enzimáticos ou não enzimáticos 

representa uma estratégia interessante de proteção cutânea contra o estresse 

oxidativo ocasionado por diferentes agentes. Além da reposição utilizando moléculas 

endógenas, buscam se novas substâncias com ação antioxidante, bem como 

substâncias que irão aumentar direta ou indiretamente os níveis endógenos dos 

antioxidantes. Alguns antioxidantes fundamentais são normalmente adquiridos pela 

dieta, como por exemplo, as vitaminas C e E, os carotenóides e substâncias fenólicas 

derivadas de plantas. A vitamina E, ou α-tocoferol, além de estabilizar as bicamadas 

lipídicas no estrato córneo, é um dos mais importantes inibidores da peroxidação 

lipídica em animais, por capturar RO2
• (BURTON et al, 1998). 

Também para restabelecimento do equilíbrio redox cutâneo, bem como para 

prevenção ou tratamento de patologias causadas por estresse oxidativo, são 

utilizadas muitas classes de substâncias antioxidantes provenientes de produtos 

naturais. Muitos extratos são veiculados em formulações para uso tópico, tendo sua 

eficácia comprovada. Além disso, inúmeras são as formas orais de suplementação, 

como a ingestão de chás, cápsulas, decotos, entre outros. Diversos estudos descritos 

na literatura abordam o uso de antioxidantes oriundos de produtos naturais. A 

eficácia de antioxidantes desta origem é extensamente investigada (ALEXIS et al., 

1999; CORDOVA et al., 2002; GOMES et al., 2001; KATIYAR et al., 1999; ROPKE et al., 

2003). 
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Uma planta muito utilizada, por exemplo, é o Ginkgo biloba, que apresenta 

propriedades anti-inflamatórias, imunomodulatórias e antioxidantes, e vem sendo 

clinicamente testada em desordens cutâneas (KIM et al., 1997; KIM et al., 2001;). 

 

 

1.2.2.1.1 Marcadores do estresse celular e dos mecanismos de defesas 

antioxidantes 

 

 

O malondialdeído (MDA) é um produto secundário da peroxidação lipídica, 

considerado um candidato potencial para ser escolhido como um biomarcador geral 

de dano oxidativo. É o principal indicador da peroxidação lipídica determinado por 

titulação contra o ácido tiobarbitúrico (TBA), que é indicador de dano celular. O MDA 

reage com TBA e forma um cromógeno de cor rosa fluorescente, cuja absorção 

ocorre em comprimento de onda de 532 nm e fluorescência em 553 nm. Associado 

com esse indicador, a mieloperoxidase é envolvida não somente na geração de ROS, 

mas também na ativação da atividade inflamatória (VASCONCELOS et al., 2007). 

O método de Ferrous Oxidation-Xylenol Orange (FOX) foi originalmente 

desenvolvido para determinar o nível hidroperóxido lipídico em sistemas biológicos. 

O íon ferroso (Fe2+) é oxidado pelo hidroperóxido (oxidante) para formar o íon férrico 

(Fe3+). Este é, em seguida, tratado com o reagente xylenol-orange (XO) formando o 

complexo Fe3+ – XO (cor azul violeta) que é detectado por espectrofotômetro a 550 

nm. Esse método é utilizado para determinar a formação ou presença de 

hidroperóxido na amostra biológica, atividade da lipoxigenase bem como o estudo 

da peroxidação lipídica. É menos reativo ou não reage a endoperóxidos (JIANG et al., 

1992; MOON; SHIBAMOTO, 2009) 

A oxidação de lipídeos, processo conhecido como peroxidação lipídica, pode 

iniciar-se em membranas celulares, especialmente na membrana interna das 

mitocôndrias. A peroxidação lipídica traz consequências homeostáticas graves para 
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as membranas atacadas, principalmente na perda de sua integridade devido a 

alteração na sua permeabilidade a íons e pequenas moléculas e perda nas suas 

características de fluidez (HALLIWELL; GUTERIDGE, 1989). Esta agressão acaba por 

interferir em mecanismos celulares importantes, incluindo sistemas enzimáticos, 

expressão gênica, entre outros. (CREMONESE et al., 2001), 

Todos os componentes celulares são susceptíveis à ação das espécies reativa 

do oxigênio, porém as membranas biológicas (retículo endoplasmático, membranas 

mitocondriais ou plasmáticas) são as mais atingidas em decorrência da peroxidação 

lipídica, podendo acarretar alterações na organização estrutural, funcional, enzimática 

e na permeabilidade das membranas celulares (CECHINI, 1990; MELLO FILHO; 

HOFFMAN; MENEGHINI, 1983). 

O uso da técnica de quimiluminescência permite a quantificação do estresse 

oxidativo na pele. Em circunstâncias normais, os processos fisiológicos levam à 

formação de radicais, resultando em emissão de fótons (na ordem de 20 a 40 

contagens por segundo), contudo essas quantidades são muito baixas para serem 

detectadas pelos métodos atualmente empregadas. No estresse oxidativo, os níveis 

de radicais são geralmente aumentados, permitindo assim sua detecção através da 

emissão de fotóns produzidos (GUARATINI et al., 2007). 

Os sistemas de defesa antioxidante nas células incluem compostos como a 

glutationa (GSH): tiol mais abundante envolvido no sistema de defesa antioxidante 

ativado diretamente para remoção de ROS (FEOLI et al., 2006). Há também enzimas 

antioxidantes, como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPx) e glutationa S transferase (GST). A GSH e essas enzimas servem 

como biomarcadores para a defesa antioxidante devido às suas habilidades de 

eliminar e atenuar os efeitos das ROS. 

Enfim, a fase inflamatória da cicatrização tem como objetivo o recrutamento 

de células inflamatórias e produção de radicais livres que atuam no o desbridamento 

tecidual e produção de fatores de crescimento essenciais para a fase de proliferação 

tecidual. 
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1.2.3 Fase de proliferação tecidual 

 

 

A fase proliferativa da cicatrização envolve angiogênese, formação de matriz 

provisória e reepitelização (STOJADINOVIC et al., 2008). Citocinas e fatores de 

crescimento liberados por células inflamatórias atraem fibroblastos, miofibroblastos, 

células endoteliais e queratinócitos para a úlcera iniciando a fase proliferativa da 

cicatrização (SCHMIDT et al., 2009). Esta fase é caracterizada pelo aumento da 

proliferação celular, brotamento capilar e síntese de matriz extracelular, com a 

deposição de colágeno, fibronectina e outros componentes proteicos para preencher 

o tecido danificado, restabelecendo a integridade da epiderme e derme (ABREU; 

MARQUES, 2005; BEANES et al., 2003; STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998; 

STRONCEK; BELL; REICHERT, 2009). 

Devido à alta atividade metabólica no local da úlcera, existe uma demanda 

aumentada para oxigênio e nutrientes. Fatores locais no microambiente da úlcera, 

tais como, baixo pH, tensão de oxigênio reduzida e níveis aumentados de lactato, 

não apenas refletem perfusão tecidual inadequada secundária ao rompimento de 

capilares sanguíneos, como iniciam a liberação de fatores necessários para trazer um 

novo suprimento sanguíneo (BAUM; ARPEY, 2005; MONACO; LAWRENCE, 2003). Este 

processo é denominado angiogênese e é estimulado principalmente por VEGF, além 

de outros fatores de crescimento como bFGF e TGF-β. 

Células epidérmicas, fibroblastos, macrófagos e células endoteliais produzem 

estes fatores, que estimulam a migração e proliferação das células endoteliais dos 

vasos sanguíneos (ABREU; MARQUES, 2005; BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 

2006b). Macrófagos (via IL-1β e TNF-α) e fibroblastos (via fator de crescimento de 

queratinócitos (KGF-2) e TGF-β mediam angiogênese por meio de VEGF, que é 

regulado por óxido nítrico e é um importante promotor da proliferação endotelial e 

angiogênese (GURTNER et al., 2008; STOJADINOVIC et al., 2008). Conforme novos 
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vasos entram na área da úlcera a tensão de oxigênio retorna ao nível normal 

(DIEGELMANN; EVANS, 2004). 

Diante disto, destaca-se a enzima eNOS (NO sintase endotelial), localizada na 

célula endotelial dos vasos sanguíneos. Camundongos knock-out para eNOS 

demostraram demora na cicatrização. O fluido extraído dessas úlceras induziu 

resposta angiogênica menor em modelos de angiogênese na córnea do que nos 

controles, ressaltando a importância de eNOS para a neoangiogênese durante a 

cicatrização (LEE et al., 1999). 

O tecido de granulação, que recebe esta denominação devido ao aspecto 

granular gerado pelos capilares neoformados no local da lesão, composto por células 

inflamatórias (principalmente macrófagos), células endoteliais, neovasculatura, 

fibroblastos e miofibroblastos, em uma matriz frouxamente agregada, que precede o 

desenvolvimento do tecido cicatricial maduro (BAUM; ARPEY, 2005; BEANES et al., 

2003; CLARK; GHOSH; TONNESEN, 2007). A migração de capilares no leito da úlcera é 

crítica para a cicatrização apropriada (BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 2006b; 

STADELMANN; DIGENIS; TOBIN, 1998). 

A formação do tecido de granulação e a deposição tecidual requerem 

nutrientes fornecidos pelos capilares sanguíneos. A falência deste processo resulta 

em uma úlcera cronicamente não cicatrizada (BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 

2006b). Novos capilares fornecem as necessidades metabólicas para a migração e 

proliferação dos fibroblastos (fibroplasia), assim como para a produção de proteínas 

da MEC. 

Os fibroblastos são células-chave na produção da MEC. Migram para o local 

da úlcera a partir do tecido circunjacente, tornam-se ativados, ligam-se a filamentos 

da matriz provisória de fibrina e começam a sintetizar colágeno e proliferar. PDGF e 

EGF, liberados principalmente por plaquetas e macrófagos, são os principais sinais 

para a ativação dos fibroblastos. 

Em resposta ao PDGF, os fibroblastos começam a sintetizar a matriz 

provisória composta de glicosaminoglicanas e colágeno tipo III, contribuindo para a 
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aquisição da resistência tensora ou da cicatriz (BEANES et al., 2003; BROUGHTON II; 

JANIS; ATTINGER, 2006b; DIEGELMANN; EVANS, 2004; MONACO; LAWRENCE, 2003; 

SCHMIDT et al., 2009). Os fibroblastos são a única fonte de colágeno e fibronectina, 

principais proteínas que constituem o tecido conjuntivo na derme (CORSETTI et al., 

2009). 

O colágeno é a proteína mais abundante no reino animal, representa 30% do 

total de proteínas do corpo humano e 50% do conteúdo protéico da cicatriz. Em 

tecidos normais, o colágeno proporciona força, integridade e estrutura. Quando os 

tecidos são rompidos após uma lesão, o colágeno é necessário para reparar o defeito 

e restaurar sua estrutura anatômica e função. 

Se excesso de colágeno for depositado no local da lesão, a estrutura 

anatômica normal da pele será perdida e ocorrerá fibrose. Por outro lado, se uma 

quantidade insuficiente de colágeno for depositada, a úlcera e consequentemente a 

cicatriz, serão frágeis e a úlcera pode tornar-se deiscente. A síntese adequada de 

colágeno é fundamental para a cicatrização de úlceras cutâneas (CORSETTI et 

al.,2009; DIEGELMANN; EVANS, 2004; MONACO; LAWRENCE, 2003). 

Gradualmente, parte dos fibroblastos, estimulados principalmente por TGF-

β1, alteram seu fenótipo migratório para pró-fibrótico diferenciando-se em 

miofibroblastos. Estas células são caracterizadas por possuírem um sistema actina e 

miosina e gerar força contrátil, similar àquela encontrada em células de músculo liso. 

Desta forma, conduzirão à contração do leito aproximando as margens da úlcera, ou 

seja, reduzindo a área exposta da úlcera para que ocorra a formação da cicatriz. O 

leito aberto da úlcera finalmente fecha por contração e migração de células epiteliais 

a partir da borda da lesão. Contração reduzida pode levar ao retardamento da 

cicatrização, enquanto um excesso e/ou contração prolongada pode resultar em 

perda de função e cicatriz hipertrófica. Após o fechamento da úlcera, os 

miofibroblastos desaparecem por apoptose (BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 

2006b; FRADE, 2003; GURTNER et al., 2008; SCHMIDT et al., 2009; STOJADINOVIC et 

al., 2008). 
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Se a membrana basal permanece intacta, as células epiteliais migram para a 

superfície em um padrão normal e as camadas normais da epiderme são restauradas. 

Se a membrana basal foi destruída, as células epiteliais localizadas na borda da úlcera 

começam a proliferar e enviam projeções para restabelecer a função barreira 

protetora contra perda de fluidos e invasão bacteriana adicional. EGF, TGF-β, TGF-α, 

produzidos principalmente por plaquetas ativadas e macrófagos, estimulam a 

proliferação epitelial. Citocinas inflamatórias, como IL-1 e TNF-α estimulam 

fibroblastos a sintetizar e secretar KGF-1, KGF-2 e IL-6, os quais estimulam a 

migração, proliferação e diferenciação de queratinócitos (BAUM; ARPEY, 2005; 

BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 2006b; MONACO; LAWRENCE, 2003; 

STOJADINOVIC et al., 2008). Este processo é bastante estimulado por IGF – fator de 

crescimento semelhante à insulina, que estimula a proliferação de fibroblastos e 

células endoteliais além de estimular a reepitelização. 

A migração dos queratinócitos juntamente com a contração da úlcera, resulta 

em reepitelização e fechamento (HARDING; PATEL, 2002). O resultado final da fase 

proliferativa é vitalmente importante para a cicatrização, porque estabelece o suporte 

necessário para manter e reconstruir o tecido danificado (STRONCEK; BELL; 

REICHERT, 2009). 

 

 

1.2.4 Fase de remodelagem tecidual 

 

 

Uma vez que houve o fechamento da úlcera, inicia-se o remodelamento da 

cicatriz pelos próximos meses ou anos, com a redução progressiva da vascularização 

e do conteúdo celular no tecido cicatricial, aumento da força tensora e reorientação 

das fibras colágenas (ABREU; MARQUES, 2005; HARDING; PATEL, 2002). A matriz 

provisória, composta por colágeno tipo III, proteoglicanos e fibronectina é reposta 

por uma matriz mais espessa, resistente e organizada, composta por colágeno tipo I 



                                                                                                                         Introdução  |   40 

(DOUGHTY; SPARKSD-eFRIESE, 2012; GURTNER et al., 2008). TGF-β é o mediador 

predominante na maturação e remodelamento da úlcera, regulando a produção de 

metaloproteinases de matriz (MMPs) e de inibidores teciduais de metaloproteinases 

(TIMPs), e no remodelamento do colágeno (STOJADINOVIC et al., 2008). 

Clinicamente, a fase de remodelamento e maturação seja talvez a mais 

importante (BROUGHTON II; JANIS; ATTINGER, 2006b). A fase de remodelamento 

tecidual tem início durante a homeostase entre síntese e degradação de colágeno e 

tem por objetivo restaurar a estrutura tecidual (ABREU; MARQUES, 2005; CORSETTI et 

al., 2009). 

As fibras de colágeno gradualmente se espessam e tornam-se orientadas 

paralelamente no leito da úlcera e se alinham às linhas de tensão da pele, resultando 

na aparência de tecido cicatricial estriado, oposto ao padrão de cesta entrelaçada 

observado no tecido dérmico normal. O novo tecido também caracteriza-se pela 

ausência de elastina, o que proporciona certa dureza à cicatriz quando comparada ao 

tecido normal (DOUGHTY; SPARKS-DeFRIESE, 2012; STRONCEK; BELL; REICHERT, 

2009). Estas alterações também são acompanhadas por força tensora aumentada, 

indicativa de uma correlação positiva entre espessura e orientação das fibras 

colágenas e força tensora. O colágeno presente na cicatriz (mesmo após um ano de 

maturação) nunca será organizado como o colágeno encontrado na pele intacta. A 

força tensora da pele do local ulcerado também nunca retorna a 100%. 

Várias são as doenças que interferem negativamente no processo de 

cicatrização, como o diabetes, e também a desnutrição, anemia, esclerose sistêmica, 

doenças crônicas, entre outras. Muitas também são as condições que tornam este 

processo de difícil resolução, impedindo ou retardando uma completa restauração 

(KUMAR et al., 2005). 
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1.3 Diabetes mellitus 

 

 

O diabetes mellitus (DM) é caracterizado por uma síndrome crônica e 

evolução degenerativa causada por alteração na secreção de insulina e/ou resistência 

periférica à insulina com inadequada resposta secretora das células β (“deficiência 

relativa de insulina”). Dessa forma, é produzida uma série de alterações metabólicas 

caracterizada clinicamente pela hiperglicemia (MARBLE et al., 1985). 

 

 

1.3.1 Tipos de diabetes 

 

 

O diabetes é classificado como tipo 1 e tipo 2: 

O diabetes tipo 1 é presente em 5% à 10% dos casos, e é resultado da 

destruição de células β-pancreáticas com consequente deficiência de insulina. Na 

maioria dos casos, essa destruição de células β é mediada por autoimunidade, porém 

existem casos em que não há evidencias de processo autoimune, sendo, portanto, 

referida como forma idiopática de diabetes tipo 1. A taxa de destruição de células 

beta é variável, sendo em geral mais rápida em crianças. Os pacientes podem 

desenvolver cetoacidose e apresentam graus variáveis de deficiência de insulina, 

dependem de insulina exógena e geralmente apresentam-se magros (Sociedade 

Bradileira de Diabetes, 2011). 

O diabetes tipo 2 é a forma presente em 90% a 95% dos casos e caracteriza-

se por defeitos na ação e secreção da insulina. Em geral, ambos os defeitos são 

presentes quanto a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predomínio de um 

deles. A maioria dos pacientes apresenta sobrepeso ou obesidade, cetoacidose 

raramente se desenvolve de modo espontâneo. O DM2 pode acontecer em qualquer 

idade mas geralmente é diagnosticada após os 40 anos. Os pacientes não dependem 
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de insulina exógena para sobreviver, porém podem necessitar de tratamento com 

insulina para obter controle metabólico adequado (Sociedade Bradileira de 

Diabetes, 2011). 

 

 

1.3.2 Epidemiologia do diabetes 

 

 

Uma epidemia de diabetes está em curso. Em 1985, estimava-se haver 30 

milhões de adultos com DM no mundo; esse número cresceu para 135 milhões em 

1995, atingindo 173 milhões em 2002, com projeção de chegar a 300 milhões em 

2030. Cerca de dois terços desses indivíduos com DM vivem em países em 

desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade, com crescente proporção 

de pessoas afetadas em grupos etários mais jovens (Sociedade Bradileira de 

Diabetes, 2011). 

O número de indivíduos diabéticos está aumentando devido ao crescimento 

e ao envelhecimento populacional, à maior urbanização, à crescente prevalência de 

obesidade e sedentarismo, bem como à maior sobrevida de pacientes com DM 

(Sociedade Bradileira de Diabetes, 2011). 

Quanto às internações hospitalares, o DM e as complicações cardiovasculares 

causadas por essa doença responderam por 7,9% das internações em 13 

ambulatórios públicos investigados em oito cidades brasileiras (GOMES et al., 2006). 

Dados do Sistema Único de Saúde (SUS) mostram que o diabetes mellitus é a quinta 

indicação de hospitalização no Brasil e está entre as dez maiores causas de 

mortalidade no país (BRASIL, 2010). 

Estudo que investigou a magnitude das hospitalizações por DM na rede 

pública de saúde brasileira, de 1999 a 2001, estimou 327.800 internações em pessoas 

com diagnóstico principal de DM. A região sudeste apresentou maior número de 

óbitos hospitalares/1.000.000 habitantes, a partir dos 20 anos de idade e letalidade 
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hospitalar de 13,3%, em indivíduos com 75 anos e mais, para o sexo masculino, 

respectivamente. O custo médio por internação foi equivalente a 150,59 dólares, 

sendo maior para o sexo masculino (ROSA et al., 2007). 

 

 

1.3.3 Sinalização da insulina 

 

 

A insulina é um hormônio anabólico essencial para a manutenção da 

homeostase de glicose e do crescimento e diferenciação celular. Esse hormônio é 

secretado pelas células β das ilhotas pancreáticas em resposta ao aumento dos níveis 

circulantes de glicose e aminoácidos após as refeições. A insulina regula a 

homeostase de glicose em vários níveis, reduzindo a produção hepática de glicose 

(via diminuição da gliconeogênese e glicogenólise) e aumentando a captação 

periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. A insulina 

também estimula a lipogênese no fígado e nos adipócitos e reduz a lipólise, bem 

como aumenta a síntese protéica e inibe sua degradação (CARVALHEIRA et al., 2002). 

A ligação da insulina ao seu receptor inicia uma cascata complexa de 

sinalização de fosforilação e desfosforilação protéica, culminando nos efeitos 

metabólicos e mitogênicos. O receptor de insulina pertence à família dos receptores 

de membrana que possuem capacidade tirosina-quinase intrínseca. Ele é composto 

de duas subunidades α extracelulares e duas subunidades β transmembrana, ligadas 

por pontes dissulfeto (SALTIEL; KAHN, 2001). 

A insulina se liga à subunidade α do receptor, provocando uma mudança 

conformacional na subunidade β, que leva a sua auto-fosforilação em tirosina e ativa 

sua capacidade tirosina-quinase. Uma vez ativado, o receptor de insulina é capaz de 

fosforilar diversos substratos intracelulares, entre eles os substratos do receptor de 

insulina (IRS-1-4), SHC (Src homology collagen) e JAK-2 (VELLOSO et al., 1998; 

SALTIEL; KAHN, 2001). Essas proteínas, uma vez fosforiladas, recrutam e ativam 
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diversos efetores intracelulares, com diversas funções celulares diferentes (SALTIEL; 

KAHN, 2001). A via da ERK está principalmente envolvida no controle do crescimento 

e da mitogênese, enquanto a ativação da PI-3 quinase pelo IRS-1 está 

preferencialmente ligada às ações metabólicas da insulina (SALTIEL; KAHN, 2001; 

ARAUJO et al., 2005), como a ativação do transportador GLUT4 (glicose4) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Via de sinalização da insulina. O receptor de insulina é uma tirosina quinase que se 

autofosforila e catalisa a fosforilação de proteínas intracelulares como as proteínas IRS, 

SHC e Cbl. Após a fosforilação essas proteínas se ligam a outras moléculas de sinalização 

através de seus domínios SH2, resultando na ativação de vias de sinalização como a via 

da PI 3-quinase, a cascata da MAPK e a ativação do TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam 

o transporte de glicose, a síntese de glicogênio, lipídeos e proteínas, coordenando e 

integrando o metabolismo intermediário 

Fonte: Saltiel e Kahn (2001) 

 

 

1.3.4 Fisiopatologia e complicações do diabetes 

 

O diabetes mellitus tipo 1 é uma síndrome auto-imune envolvendo produção 

de auto-anticorpos contra as células β-pancreáticas das Ilhotas de Langerhans, 

causando a deficiência absoluta de insulina (EISENBARTH, 1986). Tem um curso 
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crônico envolvendo alterações degenerativas que afetam o sistema nervoso, 

cardiovascular, olhos e também a pele. O significado do fator patológico do diabetes 

é causado pela macroangiopatia e microangiopatia, embora em certos tecidos a 

patogênese esteja relacionada ao mau funcionamento metabólico (KUMAR et al., 

2005). 

As ulcerações em indivíduos com diabetes são uma das principais causas de 

admissões em hospitais nos países desenvolvidos e é a principal comorbidade 

associada ao diabetes, muitas vezes causando dor, sofrimento e menor qualidade de 

vida. São estimados ocorrerem ulcerações em 15% dos indivíduos com diabetes e em 

84% das amputações relacionadas à membros inferiores são de indivíduos com 

diabetes (BREM; TOMIC-CANIC, 2007). 

Vários são os fatores fisiológicos que contribuem para deficiência na 

cicatrização de lesões em diabéticos. Estes incluem diminuição ou baixo estímulo 

da produção de fatores de crescimentos (GALKOWSKA et al., 2006), da 

angiogênese (FALANGA, 2005; GALIANO et al., 2004), da função macrofágica 

(MARUYAMA et al., 2007), da colagênese, da epitelização e formação do tecido de 

granulação (FALANGA, 2005), da migração e proliferação de queratinócitos e 

fibroblastos (GIBRAN et al., 2002), da cicatrização óssea e balanço entre síntese e 

degradação dos componentes da MEC na fase de remodelagem realizado pelas 

metaloproteinases (LOBMANN et al., 2002). 

Nas ulcerações em indivíduos diabéticos os queratinócitos apresentam 

ausência de migração, hiperproliferação e diferenciação incompleta. Fibroblastos 

apresentam mudança no fenótipo e diminuição na migração e proliferação. 

O estado de hiperglicemia do diabetes promove metabolismo da glicose e 

gera ROS nos tecidos pela ativação de múltiplas vias, tais como respiração oxidativa 

mitocondrial, auto-oxidação da glicose, formação de produtos glicados (AGE) e 

ativação da proteína quinase C (PKC). O estresse celular está envolvido com danos 

nas membranas das organelas dentro das células, levando a uma diminuição da 

ativação celular e diminuição do metabolismo da célula. Assim, o estresse celular 
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acaba afetando vários órgãos no indivíduo com diabetes. As principais complicações 

incluem doenças do coração, cardiomiopatia, retinopatia, nefropatia do sistema 

nervoso periférico, além de agravar consubstancialmente ulcerações cutâneas 

quando também associadas às micro e macroangiopatias (LIM et al., 2009). 

O efeito patogênico da hiperglicemia, possivelmente em conjunto com a 

liberação de ácidos graxos livres, é mediado pelo aumento da produção de ROS. 

Além de sua capacidade de causar danos diretamente em macromoléculas, ROS 

indiretamente leva a danos nos tecidos pela ativação de um número de células 

sensíveis às vias do estresse celular. O estresse oxidativo pode diminuir a 

sensibilidade à insulina e danificar as células β pancreáticas, produtoras de insulina. 

(CHEN et al. 2005; LEPORE et al., 2004). 

Além disso, o estresse oxidativo também modifica as vias de sinalização 

podendo levar à resistência à insulina. Um estudo mostra que a hiperglicemia 

apresentou diminuição significativa na captação de glicose em ratos diabéticos, 

aumento significativo no conteúdo da proteína muscular carbonil (usado como um 

indicador de estresse oxidativo) além de elevados níveis de malondialdeído e 4-

hidroxinonenal como indicador da peroxidação lipídica (HABER et al., 2003). Estes 

marcadores biológicos do estresse oxidativo bem como a resistência à insulina foram 

normalizados durante a aplicação do antioxidante N-acetil-cisteína ou taurina 

sugerindo que o estresse oxidativo contribui para a patogênese da hiperglicemia 

induzida por resistência insulínica (HABER et al., 2003; MAIESE et al., 2007). 

Como resultado, é possível que a ativação de vias de estresse oxidativo 

desempenham um papel fundamental no desenvolvimento não só das complicações 

tardias em DM1 e DM2, mas também resistência à insulina. 

Diante disso, a complexidade do processo cicatricial está relacionada à 

patogênese das úlceras, bem como sua extensão, características físicas e funcionais 

das estruturas envolvidas e à resposta do indivíduo a agressão local (LINARES, 1996). 

As úlceras constituem um dos principais problemas das pessoas com 

diabetes além de ser um problema de saúde pública. São de difícil cicatrização 
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devido a diversos fatores intrínsecos e extrínsecos (FALANGA, 2005), 

principalmente quando na fase crônica, agravando ainda mais a doença e 

diminuindo a qualidade de vida dessas pessoas (GARY-SIBBALD, WOO, 2008). 

Diante dos grandes avanços na compreensão dos fenômenos envolvidos 

no processo cicatricial, a incidência de úlceras cutâneas de difícil cicatrização ainda 

se mantém alta, repercutindo em custos elevados e consequências sociais aos 

pacientes, tornando relevante o estudo científico para melhor compreensão dos 

fatores envolvidos e novas possibilidades terapêuticas, sobretudo nas úlceras 

cutâneas acarretadas pelo diabetes. 

 

 

1.4 Tratamento de úlceras 

 

 

O tratamento tópico de úlceras consiste em restaurar o ambiente 

fisiológico no leito da úlcera, visando umidade adequada, controle de temperatura, 

regulação de pH e controle da carga bacteriana. Estas condições uma vez ajustadas 

irão colaborar para o reparo e restauração da função tecidual. Nenhum tratamento 

tópico será eficaz se a condição patológica do paciente não for corrigida 

(ROLSTAD; BRYANT; NIX, 2012). 

A terapêutica implica não apenas no conhecimento dos produtos 

(medicamentos, curativos) utilizados para promover a cicatrização, mas 

primeiramente no entendimento da fisiopatologia do processo cicatricial, pois a 

cada estágio do processo de reparo, a úlcera requer condições diferentes para 

progredir em direção à próxima etapa. Nem todos os tratamentos e curativos são 

indicados ou apropriados para serem usados continuamente até o fechamento da 

úlcera. A maioria das úlceras requer numerosas modificações conforme suas 

características se alteram ao longo do seguimento/tratamento. O tratamento deve 
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ser reavaliado e readequado baseado nas características da úlcera e na resposta do 

paciente (ABREU; MARQUES, 2005; ROLSTAD; BRYANT; NIX, 2012). 

Produtos destinados ao tratamento de úlceras cutâneas devem apresentar 

certas propriedades como: facilidade de aplicação e remoção, conforto ao 

paciente, manutenção de umidade adequada no leito da úlcera (MANDELBAUM; DI 

SANTIS; MANDELBAUM, 2003). 

A busca de agentes específicos como fatores de crescimento que possam 

acelerar a cicatrização tem sido intensamente investigada. Existe grande interesse 

em acelerar esse processo, com o intuito de evitar as complicações muito comuns 

com infecções e amputações, principalmente em indivíduos com diabetes e/ou 

imunodeprimidos. 

Dentre eles, Saad (2007 - dados não publicados – apresentação oral), 

relatou a utilização de uma pomada de insulina aplicada em úlceras na região 

dorsal de ratos Wistar induzidos ao diabetes por streptozotocina, a qual estimulou 

o rápido fechamento das lesões, por aumentar a expressão dos receptores e 

sinalizadores intracelulares para a insulina (AKT, IRS-1, IRS-2, SHC, ERK). 

Dentre as alternativas para o tratamento e/ou otimização do processo 

cicatricial, muitas plantas medicinais têm demonstrado possuir potencial 

terapêutico e entre as inúmeras espécies vegetais de interesse medicinal, estão as 

plantas do gênero Copaifera spp (MASSON et al., 2010). 

 

 

1.5 Estudos do látex da seringueira Hevea brasiliensis na cicatrização 

 

 

Outro agente cicatrizante é a biomembrana de látex natural (BLN) da 

seringueira Hevea brasiliensis desenvolvida no Laboratório de Neuroquímica do 

Departamento de Bioquímica e Imunologia da FMRP-USP desde 1994, sob 

orientação do Prof. Dr. Joaquim Coutinho Netto. Suas propriedades físicas, 
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microarquitetura e biocompatibilidade foram determinadas inicialmente em 

modelos animais (MRUÉ et al., 2004). Encontra-se hoje, em fase de utilização em 

humanos e as investigações bioquímicas sobre a estrutura do látex natural e seus 

componentes ativos constituem-se em objetos de estudo dos pesquisadores 

envolvidos com o biomaterial. 

Mendonça, 2004 (MENDONÇA, 2004; MENDONÇA, et al., 2010) realizaram 

cromatografia de DEAE-celulose do látex e obtiveram 3 frações. A fração 1 (F1) foi 

incorporada em gel de carboximetilcelulose 4% (Bayer – São Paulo, SP) em 3 

concentrações diferentes: 0,01%, 0,1% e 1% e aplicou-as sobre as úlceras dérmicas 

em orelhas de coelhos. A concentração 0,01% foi a mais eficiente por estimular o 

fechamento da lesão em menor tempo. 

Maurício 2006 (MAURÍCIO, 2006; MENDONÇA et al., 2010), após 

purificação do soro do látex por cromatografia em DEAE-celulose realizou o teste 

de Miles para avaliação do aumento da permeabilidade vascular. Injetaram-se as 

frações subcutaneamente no dorso de coelhos. Das 3 frações obtidas pela 

cromatografia, apenas a F1 apresentou maior atividade no estímulo à cicatrização 

relacionada às demais. Para estudo da atividade angiogênica, as respectivas frações 

foram colocadas na membrana cório-alantóica de ovos de galinha Gallus 

domesticus, sendo a F1 a que demonstrou ser mais eficaz em promover esta 

atividade. Já no estudo de citotoxicidade, as concentrações de 0,01 mg/mL e 0,1 

mg/mL da F1 não mostraram citotoxicidade em culturas de células leucêmicas da 

linhagem Jurkat e nem em culturas de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC). Portanto, essas células proliferaram normalmente na presença da F1. A fim 

de analisar se a F1 estimularia células endoteliais, foi feito cultura de células 

endoteliais isoladas da veia umbilical humana (HUVEC), como descrito por Jaffe, et 

al., 1973. A F1 também não estimulou diretamente as células endoteliais do cordão 

umbilical humano, comprovando que a ação angiogênica da BLN não se dá 

diretamente sob o estímulo proliferativo das células endoteliais, indicando assim 

um efeito indireto, ou seja, provavelmente sua ação angiogênica se dá pela 
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liberação de fatores de crescimento por monócitos/macrófagos estimulados, ou 

ainda algum mecanismo não elucidado até o momento. 

Na tentativa de buscar informações sobre o mecanismo de ação da BLN na 

cicatrização, (ANDRADE, 2007; ANDRADE et al., 2011) realizou a implantação 

subcutânea da BLN no dorso de camundongos C57BL/6 sadios (sem doença 

associada), analisando quantitativamente e qualitativamente o tecido neoformado, 

acompanhado nos momentos pós-cirúrgicos representativos das fases inflamatória 

e de formação tecidual (angiogênese e fibrogênese), comparando-a com a 

membrana de látex desnaturado (luva cirúrgica), implante sintético (ePTFE) e, 

também, após somente o trauma cirúrgico no tecido subcutâneo de camundongos 

(sham). Utilizando-se de diferentes metodologias como análise de imagens pelo 

software ImageJ de secções histológicas coradas com hematoxilina e eosina, 

quanto ao infiltrado inflamatório, angiogênese e fibroplasia; e tricrômio de Gomori 

quanto à colagênese; imunoistoquímica para iNOS, IL-1β, TGF-β1, VEGF; além das 

dosagens de IL-1β e TGF-β1 por ELISA e de mieloperoxidase (determinante da 

função neutrofílica), ambas feitas a partir do macerado tecidual da região de 

implante. 

Andrade et al. (2011) constatou que a BLN atua significativamente na fase 

inflamatória da cicatrização, importante no recrutamento neutrofílico para o local, 

confirmado quantitativamente pela concentração de mieloperoxidase e IL-1β. Este 

fato pareceu influenciar diretamente as fases subsequentes do processo cicatricial, 

confirmado pela sua capacidade estimuladora de angiogênese, provavelmente não 

influenciada por VEGF, e pelo estímulo à fibroplasia independente de TGF-β1 e sem 

modificação na produção colagênica. 

Frade, 2003, (FRADE, 2003; FRADE et al., 2011; FRADE et al., 2012) propôs a 

BLN como alternativa eficiente, cômoda e econômica para o tratamento de úlceras 

de perna. Foram observados sinais evidentes de estímulo à granulação sob o 

aspecto clínico e com confirmação histopatológica, associada à redução dos 

sintomas, especialmente da dor em úlceras de perna crônicas. Foi observado 
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também que a BLN induziu a diferenciação do tecido de cicatrização, com aumento 

da detecção e fatores de crescimento como VEGF e TGF-β1 e redução da enzima 

iNOS. Sua avaliação como curativo em úlceras de pressão, hipertensivas, venosas e 

associadas à microangiopatia diabética demonstrou, ainda, a capacidade de 

manter as lesões úmidas e curativo não aderente, sendo eficaz no desbridamento e 

na angiogênese (FRADE et al., 2005). 

Frade et al. (2004) utilizaram a BLN como curativo de úlceras em indivíduos 

com diabetes crônico associadas a comorbidades e complicações. Concluíram que 

a BLN atuou nas diferentes fases da cicatrização, removendo tecido necrótico 

(desbridamento), estimulando a proliferação e granulação tecidual (angiogênese) e 

também a total reepitelização, diferente dos achados de Frade (2003) e Frade et al. 

(2005) em pacientes não diabéticos, onde não foi constatada clinicamente a 

reepitelização da úlcera. Com isso tornou-se importante o estudo do mecanismo 

de ação do látex na cicatrização de úlceras em animais induzidos ao diabetes, 

buscando identificar diferenças entre os fatores envolvidos no fenômeno de 

reepitelização nos animais diabéticos comparados aos não diabéticos. 

Dessa forma, os achados do látex como indutor da cicatrização por meio 

do estímulo à fase inflamatória (FRADE, 2003; ANDRADE et al., 2011), a eficácia do 

látex na cicatrização de úlceras em indivíduos com diabetes (FRADE et al., 2004) 

aliado às alterações causadas pelo estresse oxidativo em úlceras cutâneas 

associadas ao diabetes, torna-se relevante o estudo das modificações teciduais e 

dos mecanismos envolvidos na cicatrização de úlceras tratadas topicamente com a 

fração F1 do látex natural da seringueira Hevea brasiliensis em ratos induzidos ao 

diabetes. 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

Objetivos  . 
 

“Pergunte sempre a cada ideia: a quem serves?” 
_ Bertolt Brecht 

 
"Todas as coisas são difíceis antes de se tornarem fáceis." 

_ John Norley 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

Avaliar as modificações teciduais e os mecanismos envolvidos na pele do rato 

diabético e na cicatrização de úlceras cutâneas tratadas topicamente com o látex 

natural da seringueira Hevea brasiliensis (proteína F1) em ratos induzidos ao diabetes. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Avaliar a citotoxicidade da proteína F1 em culturas de fibroblastos NIH-

3T3 e queratinócitos humanos; 

 

 Avaliar as modificações teciduais por técnicas imunoistopatológicas e 

bioquímicas na pele (sem tratamento) dos ratos diabéticos e não diabéticos; 

 

 Avaliar as modificações teciduais das úlceras/cicatrizes por técnicas 

imunoistopatológicas, bioquímicas e avaliar a reepitelização das úlceras nos ratos 

diabéticos e não diabéticos tratados topicamente com a proteína F1 e comparados 

com o sham. 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

Material e Métodos  . 
 

"Passo a passo. Não consigo pensar em nenhum outro modo de se realizar algo." 
_ Michael Jordan 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Avaliação da citotoxicidade da F1 em cultura de fibroblastos NIH-3T3 e 

queratinócitos humanos 

 

 

Este experimento foi realizado juntamente com a Dra. Diane Meyre Rassi e 

a técnica Maria Aparecida Nunes Ferreira no Laboratório de Cultura de Células da 

Dermatologia (Departamento de Clínica Médica, FMRP-USP) da Profa. Dra. Norma 

Tiraboschi Foss em cooperação com a técnica Ana Cristina Morseli Polizello do 

Laboratório de Bioquímica (Departamento de Análises Clínicas, Toxicológicas e 

Bromatológicas, FCFRP-USP) do Prof. Dr. Augusto César Cropanese Spadaro. 

 

 

3.1.1 Fonte de queratinócitos 

 

 

Os procedimentos envolvendo o uso de fragmentos de pele humana para 

cultura foram aprovados pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, sob o número de 

processo HCRP 5606/2008 (ANEXO A). 

 

 

3.1.2 Coleta de material 

 

 

As peles para cultura de queratinócitos foram obtidas dos pacientes com 

úlceras cutâneas através de biopsias de pele normal de área não lesionada 
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(preferencialmente na região inguinal). Os fragmentos de pele, de aproximadamente 

2,0 por 1,0 cm, foram acondicionados em soro fisiológico 0,9% a 4°C, não 

ultrapassando 12 horas até sua manipulação. 

 

 

3.1.3 Processamento da pele e cultivo 

 

 

Os fragmentos de pele foram colocados em placas de Petri com tripsina 

0,25% + EDTA e mantidos em incubadora, a 37ºC, com 5% de tensão de CO2, por 4 

horas, separando-se, então, a derme da epiderme. A tripsina foi neutralizada com 

soro bovino fetal. O sobrenadante (contendo as células dérmicas e epidérmicas) foi 

recuperado e centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos. Após a contagem, as células 

foram distribuídas em frascos de cultura, com 1,0 x 105 células por cm2 e, então, 

incubadas a 37ºC, com tensão de 5% de CO2, em meios de crescimento específicos 

para queratinócitos, suplementado com 10% de soro bovino fetal. 

Os frascos foram colocados em incubadora a 37oC, com 5% de tensão de 

CO2. Os meios de cultura foram trocados 3 vezes por semana. Quando as culturas 

celulares atingiram 80% de confluência foi realizada a passagem utilizando tripsina 

com EDTA. Em média, foram necessários 14 dias para se obter quantidades 

suficientes de células (maior que 2,0 x 106). Em cerca de 21 dias obteve-se uma 

quantidade de queratinócitos ao redor de 5,0 x 106. 

 

 

3.1.4 Cultura celular 

 

 

Sob condições estéreis, fibroblastos NIH-3T3 e queratinócitos humanos 

(cultura primária de biópsias de pele humana de pacientes do HCFMRP-USP) foram 
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descongeladas em banho-maria à 37oC e transferidos para um tubo cônico de 15 

mL. Adicionou-se 10 mL de meio de cultura DMEM e centrifugou-se a 1.000 rpm 

durante 5 minutos para retirada do DMSO do meio de congelamento. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de meio de 

cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de solução de 

antibiótico e antimicótico (penicilina 10.000 U, estreptomicina 10.000 µg e 25 µg de 

anfotericina B) (GIBCO – Invitrogen Corporation – Grand Island, NY, EUA). Em 

seguida as células foram plaqueadas em garrafas de cultura utilizando o mesmo 

meio. As garrafas foram incubadas a 37oC em estufa com 5% de tensão de CO2. 

Após atingir 80% de confluência, a monocamada foi ressuspensa em 

solução de tripsina a 0,25% (GIBCO – Invitrogen Corporation – Grand Island, NY, 

EUA), incubada a 37oC durante 5 minutos, seguida pela paralização da reação pela 

adição de DMEM completo. O volume da garrafa de cultura foi transferido para um 

tubo cônico e centrifugado a 1.000 rpm durante 10 minutos, desprezou-se o 

sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet com o meio de cultura DMEM e plaqueou-

se novamente, representando a segunda passagem. 

Os mesmos procedimentos de cultura e tripsinização foram repetidos 

até a quinta passagem. Após a tripsinização, as células foram contadas em Câmara 

de Neubauer para utilização nos testes de viabilidade celular. 

 

 

3.1.5 Avaliação da viabilidade celular 

 

 

O método MTT é baseado na redução do MTT – 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difenil-brometo de tetrazólio (que é amarelo e solúvel em água) em cristais de 

formazan (que é roxo e insolúvel em água) feita pelo NADH nas mitocôndrias das 

células viáveis. Sendo assim, a produção de cristais de formazan pode ser 

diretamente correlacionada com a viabilidade celular. Com isso, num total de 100% 
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de células, parte corresponde à células viáveis (indicando a % de viabilidade) e a 

outra parte corresponde à células não viáveis (indicando a % de citotoxicidade). 

(MOSMANN, 1983). 

Os fibroblastos NIH-3T3 e os queratinócitos humanos foram plaqueados 

em microplacas de 96 poços, independentes, de fundo plano, na densidade de 2,0 x 

105 células (volume de 200 μL) por poço, em triplicata. 

As placas com fibroblastos e as com queratinócitos foram incubadas 

durante 24 horas a 37oC em estufa com 5% de tensão de CO2 para a obtenção de 

crescimento confluente. Após este período, observou-se aderência das células. Então, 

todo o volume do meio de cultura foi aspirado e adicionou-se 200 μL das soluções 

teste contendo a proteína F1 do látex de forma que as concentrações finais fossem: 

50,0; 25,0; 10,0; 5,0 e 2,5 μg/mL, meio de cultura DMEM 10% completo (controle 

positivo) e meio de cultura DMEM 10% acrescido de DMSO 50% (1/1) (v/v) (controle 

negativo da viabilidade), separadamente, em triplicata. As placas com fibroblastos e 

as com queratinócitos foram incubadas por 24 horas, à 37oC em estufa com 5% de 

tensão de CO2. 

Após este período, o conteúdo dos poços foi removido e os mesmos 

foram lavados com tampão PBS. Solução estoque de MTT (5,0 mg/mL em PBS) foi 

adicionada (20 μL) ao meio de cultura DMEM (sem vermelho de fenol) (180 μL) e as 

placas foram incubadas sob as mesmas condições anteriores durante 3 horas. 

Em seguida, uma solução de HCl 0,04M em isopropanol foi adicionada em 

cada poço da microplaca para a solubilização dos sais de formazan e então 

procedeu-se a leitura da absorbância a 560 nm (DENIZOT; LANG, 1986). 

Os resultados de absorbância foram plotados no gráfico. A partir destes 

resultados, foi calculada a percentagem de citotoxicidade: quociente entre a 

absorbância das soluções contendo as células onde se adicionou F1 em diferentes 

concentrações e absorbância do controle negativo (DMEM + DMSO) multiplicado por 

100, para que o resultado fosse dado em percentagem, e subtraído de 100. Sem 

subtrair o valor final por 100, tem-se a percentagem de viabilidade. 
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3.2 Animais 

 

 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos obtidos do 

Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. Os animais foram 

mantidos em condições de isolamento em gaiolas individualizadas, com água e 

ração ad libitum e ciclos alternados de luminosidade a cada 12 horas e temperatura 

de 22°C no Biotério da Clínica Médica da FMRP-USP, conforme estabelecido e 

aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal, CETEA-FMRP-USP 

(processo no 087/2008) (Anexo B). 

 

 

3.3 Indução do diabetes 

 

 

Para indução do diabetes foram utilizados ratos com peso corporal entre 

170g e 180g. Após jejum de 12 horas (peso corporal médio de 150g a 160g) foram 

administrados nos ratos 200 µL de streptozotocina (STZ) (Sigma Chemical 

Company – St. Louis, MO, EUA) na dose de 45 mg/Kg de peso do animal, dissolvida 

em tampão citrato gelado 0,1M pH 4,5, em uma única injeção intravenosa caudal 

(Figura 4) (LO et al., 2006). 

Foram estabelecidos como critério de inclusão neste estudo todos os 

animais com glicemia de jejum (por 12 horas) acima de 300 mg/dL, a qual foi 

aferida 15 dias após a injeção de STZ e também no dia da eutanásia. A glicemia foi 

 

% Citotoxicidade = 
absorbância do teste (F1) 

absorbância do controle negativo (DMEM+DMSO) 
 x 100 [ ] 100  - 
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aferida em uma amostra de sangue da veia caudal com a utilização do glicosímetro 

OptiumTM XceedTM (MediSense® - Victoria, AU, EUA) (KUNTZ et al., 2004) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – (A) Após o jejum de 12 horas, os ratos induzidos ao diabetes foram colocados numa 

caixa de madeira com uma luz incandescente (luz amarela - quente) para que houvesse 

vasodilatação na cauda pelo calor da luz, facilitando a injeção. (B) Os animais foram 

contidos (C) e foi feita a injeção intravenosa de 200 µL de STZ 45 mg/Kg do animal. 

Após 15 dias de injeção e também no dia da eutanásia foram aferidas as glicemias de 

jejum por 12 horas. Para aferição da glicemia foi feita a contenção do animal e 

coletada uma amostra de sangue da cauda a qual foi analisada pelo glicosímetro. 

 

 

3.4 Animais não diabéticos 

 

 

Para o estudo com os animais não diabéticos foram realizados os mesmos 

procedimentos que foram realizados com os animais diabéticos, até mesmo 

semelhante faixa de peso dos animais de 170g a 180g, porém nada foi injetado na 

cauda destes animais. 

 

 

3.5 Procedimento cirúrgico: confecção de úlceras cutâneas dorsais 

 

 

Os ratos diabéticos e não diabéticos foram pesados, anestesiados por via 

intraperitoneal com hidrato de cloral 4,0% (Vetec – Duque de Caxias, RJ, Brasil) em 

salina estéril (JPFarma – Ribeirão Preto, SP, Brasil), na dose de 1,0 mL/100g de peso 

do animal. Após a tricotomia do dorso foram feitas 2 excisões cirúrgicas, uma em 
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cada lado, com punch histológico de 1,5 cm de diâmetro, atingindo a região 

dermo-epidérmica (Figura 6). Após a cirurgia, foi aplicada por via intraperitoneal 

dose única de DIPIRONA (Medley S/A – Campinas, SP, Brasil) 50 mg/Kg de peso do 

animal diluída em salina. 

 

 

3.6 Extração do látex natural e obtenção de F1 a partir do soro total 

 

 

O látex foi extraído através de incisões em formato de meia espiral na 

casca de troncos dos clones RRhim 600 e GT-1 da seringueira Hevea brasiliensis. 

Essas incisões expõem o conteúdo citoplasmático dos vasos laticíferos na região do 

floema secundário, o látex natural, que recebeu de 0,5% a 2,0% de hidróxido de 

amônio ao ser coletado nos recipientes fixados às árvores (Figura 5), a fim de que 

sua coagulação espontânea seja evitada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Seringal adulto em fase de extração do látex. Fotografia mostrando a organização da 

plantação e os procedimentos de sangria em meia espiral e coleta do látex natural. 

(GARCIA, 2009). 
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Ao látex amoniacal (látex acrescido de hidróxido de amônio) foi 

acrescentada solução de ácido acético a 2,2% (1:2, v/v) sob agitação branda. O 

material permaneceu em repouso, à temperatura ambiente, por aproximadamente 

30 minutos, tempo suficiente para que a coagulação ocorresse e a retração do 

coágulo iniciasse. O soro, de aspecto amarelado e translúcido, foi decantado e sua 

obtenção concluída através da compressão da borracha por um bastão de vidro. 

Ele foi então diluído em água destilada (1:1, v/v) e teve o pH elevado para 9,0 com 

NaOH concentrado. Nesta etapa, algumas proteínas são precipitadas, tornando 

necessária a filtração da solução em papel de filtro qualitativo. A cada 500 mL de 

látex amoniacal, 2,0 L de soro diluído são gerados e prontamente cromatografados. 

O soro foi submetido a uma primeira etapa de purificação em coluna de 

troca aniônica DEAE-celulose (5 x 40 cm) e eluído com tampão bicarbonato de 

amônio 0,01M, pH 9,0, em gradiente descontínuo e crescente de cloreto de sódio 

(0M; 0,15M; 0,25M e 1,5M), com fluxo de 6 mL/min. Foram coletados 30 mL/tubo 

do eluato e este foi monitorado a 280 nm em espectrofotômetro. As frações 

obtidas foram dialisadas contra água destilada e liofilizadas. 

Em uma segunda etapa de purificação da proteína do látex, o primeiro 

pico, fração 1 (F1) obtido a partir da cromatografia em coluna DEAE-celulose foi 

submetido à purificação em coluna de filtração Sephadex G-50 (2,5 x 60 cm). O 

material foi eluído com tampão bicarbonato de amônio 0,05 M, pH 7,8, com fluxo 

de 1 mL/min e coletado no volume de 5 mL/tubo. O eluato foi monitorado a 280 

nm em espectrofotômetro. (PITZ 2011. TEIXEIRA 2011) 
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3.7 Produção do gel de carboximetil-celulose incorporado com a fração F1 do 

látex da seringueira H. brasiliensis 

 

 

A proteína F1 do látex na concentração de 0,01% foi incorporada em 

carboximetil-celulose (CMC) (EMFAL Especialidades Químicas – Betim, MG, Brasil) à 

4,0% dissolvida em água, a qual foi aplicada nas lesões dos animais. Este 

procedimento foi elaborado pela técnica Vera Lúcia Epifânio no Laboratório de 

Neuroquímica do Departamento de Bioquímica e Imunologia (FMRP-USP) do Prof. 

Dr. Joaquim Coutinho Netto. 

Para homogeneização do gel de carboximetil-celulose em água com a 

proteína F1 foi utilizado um homogeneizador para tecidos celulares tipo POTTER 

(MA-099) (Marconi Equipamentos para Laboratório – Piracicaba, SP, Brasil) com 

ponteira de PTFE serrilhada em baixo relevo. 

 

 

3.8 Padronização dos grupos 

 

 

Cada grupo foi composto de 80 animais com duas lesões cada (n=160 

úlceras), distintos conforme o tratamento aplicado nas úlceras: 

Grupo F1: 80 animais cujas 2 lesões de cada animal foram tratadas com 

gel de carboximetil-celulose 4,0% (± 2 mL em cada úlcera) incorporada com da 

proteína F1 do látex à 0,01%; 

Grupo sham: 80 animais cujas 2 lesões de cada animal foram tratadas 

somente com carboximetil-celulose 4,0% (± 2 mL em cada úlcera). 

Esses dois grupos foram constituídos por animais induzidos ao diabetes 

(n=160) e não diabéticos (n=160). Os respectivos tratamentos foram aplicados nas 
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úlceras diariamente. Após a aplicação foi feito curativo oclusivo com gaze e 

esparadrapo (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – (A) Punch histológico de 1,5 cm de diâmetro utilizado para confeccionar as 2 úlceras no 

dorso dos ratos. Posicionamento do rato no suporte para fotografia padronizada das 

úlceras. A régua milimetrada do suporte ao lado do rato serviu como medida conhecida 

para análise da reepitelização. (B) Curativo oclusivo com gaze e esparadrapo feito após a 

aplicação tópica e diária do tratamento. 

 

 

3.9 Eutanásia e dias de seguimento das avaliações 

 

 

Os animais foram sacrificados por meio de excessiva dose anestésica 

(hidrato de cloral 4,0%) e em seguida deslocamento cervical nos dias 2, 7, 14 e 21 

após o procedimento cirúrgico (n=10 animais/tempo/tratamento). As úlceras foram 

fotografadas para análise da reepitelização. 

 

 

3.10 Seguimento clínico-experimental: captura de imagens 

 

 

Para avaliação da reepitelização foram utilizados 10 animais (n=20 úlceras) 

em cada tempo de seguimento e tratamento (diabéticos e não diabéticos). Após a 

eutanásia, ambas as úlceras de cada animal foram fotografadas pela câmera digital 

Sony DSC-P100, no modo básico, sem flash, sem zoom e na resolução de 3,0 MB. 

A B 
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Para padronização da distância da câmera à úlcera, a câmera foi fixada 

num suporte de alumínio distando 30 cm e perpendicular à úlcera. Uma régua, 

disposta ao lado do animal e junto às úlceras foi utilizada para padronização da 

unidade de área das lesões em mm2 e também para servir como medida conhecida 

na calibração do software ImageJ ao calcular a área da úlcera (Figuras 6 e 7). 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Suporte utilizado para padronização da fotografia das úlceras e também para aferição 

das mesmas utilizando o cálculo da área das lesões (em mm
2
). 

 

 

3.11 Análise de imagens: avaliação do índice de cicatrização das úlceras pelo 

ImageJ 

 

 

As imagens das úlceras foram transferidas para um computador e 

analisadas pelo software ImageJ 1.45, disponível gratuitamente na rede e 

desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services Branch, National Institutes 

of  Health - NIH (Bethesda, Maryland, EUA). 

Inicialmente, em <Set Measurements> do menu <Analyze> o ImageJ foi 

programado para calcular áreas de imagens habilitando a caixa “Area” (Figura 8A). 

A imagem foi aberta pressionando em <Open> no menu <File> (Figura 8B) e em 

seguida, foi feito a calibração do ImageJ baseando-se em distância conhecida. 

Utilizando a ferramenta “Straight” do ImageJ, foi traçado na régua (na direção da 

úlcera) o limite correspondente à 20,0 mm (Figura 8C). Em <Set Scale> do menu 

<Analyze> apareceu na caixa “Distance in pixels” o valor em pixels correspondente 

ao traço feito previamente sobre a régua. Foi digitado então na caixa “Know 
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distance“ o número “20” e digitado “mm” na caixa “Unit of lenght”. A caixa “Global” 

deveria ficar sempre habilitada. Abaixo apareceu o valor da relação entre a 

distância conhecida e desconhecida em pixels/mm. O software foi individualmente 

calibrado em cada imagem analisada (Figura 8D). Utilizando a ferramenta “Polygon 

selections” foi traçado o contorno da úlcera desconsiderando as áreas já 

reepitelizadas (Figura 8E). Por fim, pressionando em <Measure> (Ctrl+M, teclas de 

atalho como essa foram utilizadas para otimizar as diversas análises) do menu 

<Analyze> obteve-se o valor da área traçada em mm2 tendo como base a 

calibração realizada em <Set Scale> (Figura 8F). 

 

 

 

 

 

A 

 

 

 

C 

B 
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Figura 8 – Cálculo da área das úlceras pelo software ImageJ. (A) Habilitação do software para 

realizar cálculos de área. (B) A imagem foi aberta e (C e D) realizada a calibração do 

software de acordo com a medida conhecida. (E) Foi traçado ao redor da área ulcerada 

e por fim (F) o software apresentou o valor da área em mm
2
. 
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Após calculadas as áreas de cada úlcera pelo software ImageJ foi feito no 

Microsoft Excel 2010 o cálculo do índice de cicatrização das úlceras (ICU) pela 

seguinte fórmula: 

 

 

 

 

 

Valores de ICU maiores que zero representam diminuição da área ulcerada 

(reepitelização), valores menores que zero representam aumento da área ulcerada 

e valores iguais a zero representam reepitelização completa (CAETANO et al., 2009; 

MINATEL et al., 2009). A área inicial corresponde ao dia do procedimento cirúrgico 

e a área final corresponde ao dia da eutanásia, ou seja, 2, 7, 14 ou 21 dias. 

 

 

3.12 Coleta do material para estudo 

 

 

Os animais tiveram toda a pele dorsal avulsionada e através do punch 

histológico de 1,5 cm de diâmetro foi coletada uma biópsia cilíndrica de cada uma 

das duas úlceras/cicatrizes, as quais foram utilizadas para as seguintes finalidades: 

 Estudos histopatológicos e imunoistoquímicos: Foi utilizada uma 

das úlceras de cada 10 animais (n=10 amostras) de cada tempo e tratamento 

(diabéticos e não diabéticos) para serem acondicionadas em solução de 

formaldeído 3,7% tamponada para estudos histopatológicos (coloração com 

hematoxilina e eosina, e tricrômio de Gomori). As melhores secções de cada grupo 

e tempo (diabéticos e não diabéticos) foram escolhidas para fazer marcação por 

imunoistoquímica. 

 

ICU = 
Área inicial – Área final 

Área inicial 
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 Estudos bioquímicos: A outra úlcera de cada um desses 10 animais 

de cada tempo e tratamento, diabéticos e não diabéticos foi seccionada e cada 

fragmento foi destinado à realização dos diferentes estudos bioquímicos 

(citometria de fluxo e estudos do estresse celular). Os fragmentos foram pesados, 

acondicionadas em eppendorf’s distintos com tampão específico e permaneceram 

no freezer à -80°C até as respectivas dosagens. 

 

 

3.13 Estudo histopatológico (histomorfometria) 

 

 

As biópsias (n=5 – por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não 

diabéticos) foram mantidas acondicionadas por 24 horas em solução de 

formaldeído 3,7% tamponada, seguidas do processamento histológico e incluídas 

em parafina. As secções foram de 5 µm, submetidas simultaneamente e com o 

mesmo tempo à respectiva coloração de hematoxilina e eosina – para avaliação e 

quantificação do infiltrado inflamatório, fibroblastos e vasos sanguíneos – e, para 

avaliação e quantificação da colagênese, coloração com tricrômio de Gomori. 

 

 

3.13.1 Avaliação quantitativa por imagem do infiltrado inflamatório e 

fibroblastos e vasos sanguíneos 

 

 

As secções histológicas coradas com hematoxilina e eosina foram 

visibilizadas no microscópio óptico LEICA® DM-4000B com câmera LEICA® DFC-

280 ligado ao computador com o software LAS® - Leica Application Suite (version 

3.3.0) para captura das imagens (Figura 9). 
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Antes do processo de quantificação todas as imagens foram capturadas 

padronizando-se a objetiva, a intensidade da luz do microscópio e a altura do 

condensador (GONÇALVES et al., 2003). 

 

Figura 9 – Janela do software LAS – Leica Aplicattions Suite (version 3.3.0) utilizado para captura das 

imagens de histologia e imunoistoquímica. No aumento de 100x o tamanho da imagem 

na janela do LAS é de 1057 x 845 µm, e no aumento de 400x é de 264 x 211 µm. Todas 

as imagens capturadas no LAS apresentaram resolução de 1280 x 1024 pixels. 

 

 

Para quantificação de infiltrado inflamatório e fibroblastos foram 

capturadas 8 imagens (4 da derme superior e 4 da derme inferior) de 5 secções 

diferentes de cada grupo e tempo de seguimento (em animais diabéticos e não 

diabéticos) no sentido epiderme-derme-subcutâneo e no aumento de 400x 

(resolução de 1280 x 1024 pixels) (Figura 10). Essas imagens foram capturadas 

somente na região da úlcera, em duas partes distintas (sendo 4 imagens para cada 

parte, portanto n=8 imagens). O resultado final foi representado pela média do 

número de células (infiltrado inflamatório ou fibroblastos) contadas na região da 

úlcera dos diferentes grupos e tempos de seguimento (em animais diabéticos e 

não diabéticos). 
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Figura 10 – Fotomontagem (aumento de 50x) da histologia da úlcera de um animal diabético 

tratado com F1 por 2 dias. Identificação da área ulcerada nas imagens histológicas e 

esquema da metodologia específica utilizada para captura de imagens para 

quantificação de infiltrado inflamatório, fibroblastos e vasos sanguíneos. Para 

quantificação de infiltrado inflamatório e fibroblastos foram utilizadas 4 imagens 

(aumento de 400x) sendo 2 da derme superior (imagens 1a e 1b; 2a e 2b) e 2 da 

derme inferior (imagens 1c e 1d; 2c e 2d), em 2 áreas distintas da região da úlcera 

(área 1 e 2), totalizando 8 imagens (n=8 imagens) de cada 5 amostras diferentes de 

cada grupo e tempo de seguimento (em animais diabéticos e não diabéticos). Para 

quantificação dos vasos sanguíneos foram capturadas imagens em sequência (para 

fotomontagem no Photoshop CS5), no sentido epiderme-derme-subcutâneo, no 

aumento de 100x, também em 2 área distintas da região da úlcera, totalizando 2 

imagens (n=2 imagens) de cada 5 amostras diferentes de cada grupo e tempo de 

seguimento (animais diabéticos e não diabéticos). 

 

 

Foi necessária uma adaptação na metodologia de quantificação dos vasos 

sanguíneos por serem bastante espalhados e não tão numerosos em cada campo 

como o infiltrado inflamatório e os fibroblastos. Sendo assim, foram fotografadas 

imagens em sequência no sentido epiderme-derme-subcutâneo, no aumento de 

100x (resolução de 1280 x 1024 pixels) em 5 secções diferentes de cada grupo e 
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tempo de seguimento (em animais diabéticos e não diabéticos) e em 2 partes 

distintas da região da úlcera (n=2 imagens). Em seguida, essas imagens em 

sequência foram montadas pelo Photomerge (menu <Arquivo>, <Automatizar>, 

<Photomerge>) do Adobe Photoshop CS5 (Figura 11), e a quantificação dos vasos 

foi feita em uma imagem montada que correspondia a toda extensão do espécime 

no sentido epiderme-derme-subcutâneo (Figura 10). O resultado final foi 

representado pela média do número de vasos sanguíneos contados na região da 

úlcera dos diferentes grupos e tempos de seguimento (em animais diabéticos e 

não diabéticos). 

 

 

Figura 11 – Janela do Adobe Photoshop CS5 mostrando o Photomerge, o qual foi utilizado para 

montagem de imagens de secções coradas com HE, no aumento de 100x, 

fotografadas no microscópio em sequência e no sentido epiderme-derme-

subcutâneo para quantificação somente de vasos sanguíneos. Pressionando em 

<Photomerge> abriu-se a janela “Photomerge” onde foram adicionadas as imagens a 

serem montadas. Para se fotografar em sequência, cada imagem foi fotografada 

repetindo um pequeno trecho da anterior, e assim o Photoshop pode identificar os 

trechos semelhantes e montar todas as imagens numa só. 
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Foi utilizado o Plugin “Cell Counter” do software ImageJ 1.45 (menu 

<Plugins>, <Analyse>, <Cell counter>) para contagem simultânea do infiltrado 

inflamatório, fibroblastos e vasos sanguíneos. A imagem foi aberta pressionando 

em <Open> no menu <File> do ImageJ. Na janela “Cell counter” foi determinado 

como “Type 1” a contagem de infiltrado inflamatório (todas as células inflamatórias 

incluindo polimorfonucleares e mononucleares), “Type 2” contagem de fibroblastos 

(incluindo também fibrócitos e miofibroblastos) e “Type 3” a contagem de vasos 

sanguíneos (veias e artérias indiferente do calibre). A diferenciação de cada célula 

foi feita pelo observador na imagem da lâmina e cada imagem foi quantificada 

individualmente. Pressionando em “Initialize” foi aberta a janela “Counter window” 

pela qual foi permitida a contagem simultânea a cada clique sobre cada tipo 

celular. Ao final da quantificação, foi clicado em “Results” da janela “Cell couter” e 

foi informado na janela “Results” a quantidade de células contadas para cada 

“Type”. 

As contagens de infiltrado inflamatório e fibroblastos foram feitas 

simultaneamente nas imagens (aumento de 400x). Nas imagens com aumento de 

100x montadas pelo Photoshop foram contados apenas os vasos sanguíneos. O 

software realizou a contagem a cada clique do observador sobre cada célula 

visibilizada, sendo apresentada ao final da análise a contagem total e simultânea 

dos tipos celulares (Figura 12). 
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Figura 12 – (A) Imagens da derme superior e inferior para quantificação de infiltrado inflamatório e 

fibroblastos (aumento de 400x). (B) Imagem montada – sentido epiderme-derme –  

(aumento de 100x) para quantificação de vasos sanguíneos. (C) Plugin “Cell Counter” 

do software ImageJ para quantificação de infiltrado inflamatório, fibroblastos e vasos 

sanguíneos nas imagens coradas com HE. 

 

 

3.13.2 Avaliação quantitativa por imagem da colagênese 

 

 

Para estudo da colagênese foram capturadas imagens das secções coradas 

com tricrômio de Gomori (coloração azul para colágeno) da mesma forma que foi 

estabelecida na captura das imagens para quantificação do infiltrado inflamatório e 

fibroblastos. No entanto, foram capturadas 4 imagens (n=4 imagens) sendo 2 da 

B 

A 
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derme superior e 2 da derme inferior da região da úlcera, no aumento de 100x e 

em 5 secções diferentes de cada tratamento e tempo de seguimento (em animais 

diabéticos e não diabéticos). 

Foi utilizado o Plugin “Colour Deconvolution” do software ImageJ, para 

quantificação da porcentagem da cor azul na área total da imagem (resolução de 

1280 x 1024 pixels). Este Plugin reconhece as cores da imagem e as decompõe em 

3 cores: azul (colágeno), roxo (núcleos) e laranja. Em seguida, através do Plugin 

“Threshold Colour” foi quantificada a porcentagem de azul na área total da imagem 

(Figura 13). 
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Figura 13 – Metodologia de quantificação da colagênese através da imagem das secções coradas 

com tricrômio de Gomori usando o Plugin “Colour Deconvolution” do software ImageJ. 

Após a decomposição da imagem em 3 cores distintas, somente foi calculada a área de 

azul, desconsiderando as outras 2 imagens decompostas. 
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Inicialmente, o ImageJ foi habilitado para realizar quantificações em 

percentagem de área, e para isso deixou-se habilitada somente a caixa “Area 

fraction” em <Set Measurements> do menu <Analyze> (Figura 13A). Após a 

imagem ser aberta pressionando em <Open> do menu <File> foi aberto o <Colour 

Deconvolution> pelo menu <Plugin> (Figura 13B). Na janela “Colour 

Deconvolution” são apresentados diversos “Vectors” específicos para decompor 

imagens de acordo com a coloração. Para decomposição das imagens coradas com 

tricrômio de Gomori foi utilizado o “Alcian blue & H” (Figura 13C). Pressionando 

em “OK” a imagem aberta se decompôs em 3 janelas: uma correspondente à cor 

azul, outra à cor roxa e outra à laranja (Figura 13D). As janelas com as cores roxa e 

laranja foram fechadas e foi medido a percentagem de área da cor azul somente 

na janela com cor azul. Isso foi feito pressionando no menu <Image>, <Adjust> e 

<Threshold> (Ctrl+Shift+T) (Figura 13E). Com isso, o ImageJ transformou em 

vermelho tudo o que seria quantificado. Por fim, foi clicado no menu <Analyze> e 

em <Measure> (Ctrl+M) e na janela “Results” foi informado a percentual da cor azul 

na área total da imagem em questão (Figura 13F). 

O resultado final foi representado pela média do percentual de coloração 

azul na área total da imagem em diferentes grupos e tempos de seguimento (em 

animais diabéticos e não diabéticos). 

 

 

3.14 Estudo imunoistoquímico 

 

 

Este experimento foi realizado juntamente com os técnicos em histologia 

Kléber Augusto Loureiro, Gilberto André e Silva e Edna Aparecida dos Santos 

Moraes da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto - USP. 

As biópsias (n=1 – por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não 

diabéticos) foram acondicionadas em solução de formaldeído 3,7% tamponada. As 
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secções foram de 3 µm em lâminas silanizadas (3-aminopropyltriethoxy silane) 

(Sigma Chemical Company – St. Louis, MO, EUA) e em seguida foi realizado o 

processamento de desparafinização e hidratação das secções. 

Para o bloqueio de peroxidase endógena as secções permaneceram 

submersas em uma cuba com uma solução de 250 mL de metanol com 250 µL de 

H2O2 0,3% por 20 minutos. Após enxaguar com água milli-Q foi realizada a 

recuperação antigênica pelo calor com tampão citrato 0,1M pH 6,0 na panela de 

pressão à 20 minutos. Foi feito o bloqueio dos sítios inespecíficos com PBS e BSA 

1% (v/v) (Sigma Chemical Company – St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos em 

câmara úmida. 

Os anticorpos foram incubados overnight a 4ºC nas seguintes 

concentrações: 1:400 para anti-iNOS, OSM, OSMR-β, eNOS, IGF; 1:500 para anti-

VEGF e IRS e 1:800 para TGFβ1, AKT, SRC e ERK (Santa Cruz Biotechnology – Santa 

Cruz, CA, EUA). Após lavagens com PBS as secções foram incubadas com o 

reagente 1 do kit NovoLinkTM Polymer Detection System (Novocastra Laboratories – 

Newcastle Upon Tyne, UK) por 30 minutos em câmara úmida e nos escuro. Após 3 

lavagens com PBS, as secções foram incubadas com o reagente 2 do kit por 30 

minutos nas mesmas condições. Após as lavagens, as secções foram incubadas 

com solução de 10 mL de PBS com os 2 comprimidos de DAB – 3,3′-

Diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma Chemical Company – St. Louis, MO, 

EUA). Após as lavagens, as secções foram contra coradas com hematoxilina de 

Harris por 5 minutos, desidratado e montado com Entellan (Merck KGaA – 

Darmstadt, Alemanha). 

Para quantificação das imunomarcações foram capturadas imagens das 

secções de imunoistoquímica da mesma forma que foi estabelecida na captura das 

imagens para quantificação da colagênese. No entanto, foram capturadas 5 

imagens (n=5 imagens) sendo 3 da derme superior e 2 da derme inferior da região 

da úlcera, no aumento de 100x e em 1 amostra diferente de cada tratamento e 
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tempo de seguimento (em animais diabéticos e não diabéticos) de cada 

imunomarcação. 

Foi utilizado o Plugin “Colour Deconvolution” do software ImageJ, para 

quantificação da cor ocre (imunomarcação) na área total da imagem (aumento de 

100x). O procedimento foi o mesmo utilizado para quantificação da colagênese nas 

secções coradas com tricrômio de Gomori. No entanto, em “Vectors” foi 

selecionado o “H DAB” (Figura 14A), o qual permite a separação da imagem em 3 

cores: ocre (imunomarcação), azul escuro (hematoxilina – coloração de fundo) e 

verde (fundo da lâmina), sendo somente a janela com a cor ocre utilizada para 

quantificação (Figura 14B e 14C). A janela “Threshold” apresenta através do 

histograma os tons da cor ocre de toda a amostra. A quantificação do estudo 

imunoistoquímico foi da percentagem de área marcada com os tons de ocre 

somente no intervalo de 0-180 do histograma. O ajuste das barras do histograma 

impede que o software detecte muita marcação em secções pouco marcadas ou 

que detecte menos marcação em secções muito marcadas. 

O resultado final foi representado pela média do percentual de coloração 

ocre na área total da imagem em diferentes grupos e tempos de seguimento (em 

animais diabéticos e não diabéticos). 
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Figura 14 – Metodologia de quantificação da imunoistoquímica usando o Plugin “Colour 

Deconvolution” do software ImageJ. 

 

 

3.15 Citometria de fluxo 

 

 

Este experimento foi realizado juntamente com a doutoranda MSc. 

Carolina Caliári Oliveira do Laboratório de Imunogenética (HLA) no Hemocentro-

Ribeirão Preto-SP do Prof. Dr. Júlio César Voltarelli. 
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Foram analisadas as seguintes células: CD3+CD4+ (linfócitos T helper ou 

auxiliares), CD8+ (linfócitos T citotóxicos e NK) e CD11b (macrófagos). 

As biópsias (n=3 – por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não 

diabéticos) foram descongeladas e depois dilaceradas em placa de Petri mantidas 

em 1,0 mL de meio de cultura RPMI incompleto onde foram tratadas com solução 

de colagenase tipo 1 (GIBCO – Invitrogen Corporation – Grand Island, NY, EUA) por 

1 hora. Após esse período foi realizada a inativação da colagenase através da 

adição do mesmo volume de meio RPMI contendo 10% soro bovino fetal. Essa 

solução foi passada por uma peneira de nylon para a retirada dos fragmentos de 

pele e centrifugada por 10 minutos à 400g. O pellet contendo células foi 

ressuspenso em PBS. Em seguida foram incubadas por 20 minutos à temperatura 

ambiente, no escuro, com 2,0 µL de anticorpos monoclonais diretamente 

conjugados ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC) ou ficoeritrina (PE) 

(eBioscience - San Diego, CA, EUA). Foram feitas marcações duplas para a análise 

das subpopulações linfocitárias. Todas as incubações foram realizadas no escuro 

para evitar perda de fluorescência. As células foram centrifugadas por 5 minutos à 

500g, lavadas duas vezes com PBS, ressuspensas em 200 µL de PBS e analisadas 

imediatamente no citômetro de fluxo FACSort (BD Bioscience - San Diego, CA, 

EUA). 

Durante a aquisição das células, foi desenhada uma gate na população de 

linfócitos (R1), estabelecida com base nos parâmetro de tamanho (FSC) por 

parâmetros de granularidade (SSC). Foram adquiridos 10.000 eventos/amostra. As 

análises foram realizadas utilizando-se o software Cellquest (BD Bioscience - San 

Diego, CA, EUA). Os eventos da gate de linfócitos (R1) foram analisados para 

marcação com os diferentes anticorpos por dot plots de fluorescência 1 (FL1, FITC), 

por fluorescência 2 (FL2, PE). 
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3.16 Estudo do estresse celular e defesas antioxidantes 

 

 

A quantificação do NO, lipoperóxidos de membranas e defesas 

antioxidantes totais (TRAP) por quimiluminescência foram realizadas e 

padronizadas em macerado de pele de rato em colaboração e supervisão com o 

Prof. Dr. Rubens Cecchini, a doutoranda MSc. Vânia Aparecida Terra Malachias e a 

Profa. Dra. Alessandra Lourenço Cecchini Armani no Laboratório de Radicais Livres 

em Patologia, Departamento de Ciências Patológicas (Centro de Ciências 

Biomédicas), da Universidade Estadual de Londrina (UEL). 

As dosagens de MDA, FOX, GSH e proteínas totais foram realizadas em 

colaboração e supervisão com o Prof. Dr. Alceu Afonso Jordão Júnior no 

Laboratório de Nutrição, Departamento de Clínica Médica, Divisão de Nutrição e 

Metabolismo – FMRP-USP, juntamente com a técnica MSc. Paula Payão Ovidio. 

A dosagem de MPO foi realizada juntamente com a doutoranda MSc. Sílvia 

Cellone Trevelin do Laboratório de Dor e Inflamação, Departamento de 

Farmacologia – FMRP-USP.do Prof. Dr. Fernando de Queiróz Cunha. 

 

 

3.16.1 Quantificação de NO: reação de quimiluminescência induzida por H2O2-

luminol 

 

 

A produção de NO foi quantificada na pele de ratos Wistar através de uma 

técnica baseada na reação de quimiluminescência entre o NO, H2O2 e luminol 

conforme descrito por Kikuchi et al. com poucas modificações. 

A pele do dorso (5,0 mg/ml) previamente congelada foi homogeneizada 

em tampão de Na2CO3 2,0 mM, pH 8,5, por 45 segundos utilizando o 

homogeneizador ULTRA-TURRAX (MARCONI – Piracicaba, SP, Brasil) e 
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degaseificando com nitrogênio líquido. Em seguida o homogenato foi centrifugado 

a 11.000 rpm por 20 minutos. 

Para garantir a ausência de oxigênio no homogenato de pele (evitando a 

reação do oxigênio da atmosfera com o NO da amostra formar peroxinitrito, que 

impediria a qualtificação do NO) a homogeneização foi realizada borbulhando-se 

nitrogênio líquido. Além disso, todos os reagentes preparados foram previamente 

degaseificados também com nitrogênio líquido. 

Foram diluídos iguais volumes de luminol 360 µM / desferrioxamino 3 mM 

(DFO) e H2O2 200 mM e incubados por 5 minutos, 25ºC, sob agitação moderada. 

Para iniciar a reação de quimiluminescência, 50 µL desta solução foi 

automaticamente adicionada à mistura de sobrenadante de homogenato de pele 

(0,3 % (m/v)) e tampão para um volume final de 800 µL. A reação de 

quimiluminescência foi monitorada a temperatura de 25ºC, por 5 minutos usando 

o GLOMAX TD/20 20 luminometer (TURNER DESIGNS - Sunnyvale, CA, EUA). 

O software OriginPro 8 foi usado para plotar as curvas de 

quimiluminescência que foram analisadas usando a área sob a curva para 

determinar a quantidade de NO presente na amostra. Cada amostra de tecido foi 

analisada em triplicata. Os resultados foram expressos em NO/URL/mg tecido (URL 

- unidade relativa de luz). 

 

 

3.16.2 Dosagem de mieloperoxidase (MPO) 

 

 

As biópsias (n=4 – por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não 

diabéticos) foram acondicionadas em eppendorf’s de 2,0 mL com 200 µL de tampão 

NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02M, NaEDTA 0,015M pH 4,7 (tampão 1) gelado e 

permaneceram no freezer -80ºC até a dosagem. Os fragmentos foram 

homogeneizados pelo Omni (TH) Tissue Homogenizer (Kennesaw, GA, EUA) a 
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13.000 rpm. Após centrifugação foi ressuspendido em tampão NaPO4 (pH 5,4) 

contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) (tampão 2). Em 

seguida, 5,0 µL do sobrenadante das amostras foram colocadas em placa de 96 

poços para o ensaio. Foi feita uma curva padrão de neutrófilos obtidos na cavidade 

peritoneal 6 horas após camundongos serem injetados com carragenina. Em cada 

poço da placa foram adicionados 25 µL de TMB – “3, 3´, 5, 5´ - 

tetramethylbenzidine” (Sigma Chemical Company – St. Louis, MO, EUA) e em 

seguida 100 µL de H2O2. A seguir, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico 

4M e lida em leitor de placas à 450 nm (MORENO et al., 2006. Os resultados foram 

expressos em número de neutrófilos x 103/mg tecido. 

 

 

3.16.3 Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS-

“Thiobarbituric Acid Reactive Substances”) 

 

 

A peroxidação lipídica do homogenato da pele foi quantificada pela TBARS 

e determinadas por método colorimétrico que consiste na reação dos aldeídos 

formados cujo principal representante é o malondialdeído (MDA) com o ácido 

tiobarbitúrico em meio ácido e sobre o aquecimento por 30 minutos a 100°C em 

banho-maria (FANEM - Guarulhos, SP, Brasil). Esta reação produz um composto de 

coloração amarela que é lido em espectrofotômetro (UV-Vis Modelo Q98U Quimis 

- Diadema, SP, Brasil) no comprimento de onda 535 nm (BUEGE, AUST, 1978). 

Para quantificar o MDA ligado a macromoléculas, as amostras de 

homogenato (n=3 – por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não 

diabéticos) foram submetidas à hidrólise alcalina seguindo protocolo proposto por 

(CIGHETTI et al., 1999) com as seguintes modificações: em tubo de ensaio 100 mg 

de pele foram homogeneizados com 1,0 mL de KCl 1,15% com o auxílio do 

homogeneizador Omni (TH) Tissue Homogenizer (Kennesaw, GA EUA). Em seguida 
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adicionou-se 3 mL de água pura (Milli-Q, Milipore – Bedford, MA, EUA) e 0,5 mL de 

NaOH 2M. Após agitação em vortex (PHOENIX - Araraquara, SP, Brasil), os tubos 

foram aquecidos a 60°C por 30 minutos em banho-maria e, então neutralizados 

com HCl 2M para seguirem a reação com o ácido tiobarbitúrico. Os resultados são 

expressos por nmol MDA/g tecido. 

 

 

3.16.4 Determinação de hidroperóxidos lipídicos pela oxidação do ferro em 

xilenol laranja (FOX) 

 

 

Os hidroperóxidos foram determinados pelo método da oxidação dos íons 

férricos na presença de xilenol laranja, em que 1 mL de solução de 100 mM de 

xilenol laranja, 4 mM BHT (hidroxitolueno butilado), 25 mM de ácido sulfúrico e 

250 mM de sulfato ferroso em metanol: água (9:1 v/v) foi adicionada a uma 

alíquota de 100 µL do homogenato da biópsia (n=3 – por tempo e tratamento, em 

animais diabéticos e não diabéticos). Após, agitar e encubar por 30 minutos em 

temperatura ambiente, o homogenato foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. 

A absorbância do sobrenadante foi lida a 560 nm e comparada com a curva padrão 

de peróxido de hidrogênio em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos 

em µmol H2O2/g tecido. 

 

 

3.16.5 Análise da formação de lipoperóxidos de membranas por 

quimiluminescência (QL) induzida por tert-butil hidroperóxido 

 

 

As peles foram homogeneizadas no homogeneizador ULTRA-TURRAX por 4 

vezes durante 45 segundos, com intervalos de 15 segundos. A concentração do 
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homogenado de 50 mg/mL foi utilizada para os testes de lipoperóxidos de 

membranas e capacidade antioxidante total (TRAP) em tampão fosfato de potássio 

monobásico pH 7,4 e tampão glicina pH 8,6 respectivamente. O homogenato foi 

submetido à centrifugação a 11.000 rpm por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi 

utilizado nas análises. As amostras foram mantidas no gelo durante os experimentos. 

Para avaliar a lesão lipoperoxidativa na membrana, foi utilizado o método de 

QL induzida por tert-butil hidroperóxido, descrito por Gonzalez-Flecha, Llesuy e 

Boveris (1991). A mistura contendo 49,0 % (m/v) de sobrenadante do homogenato de 

pele e 3 mM tert-butil hidroperóxido para volume final de 1 ml foi colocada 

imediatamente para leitura de emissão de quimiluminescência no luminômetro 

GLOMAX TD/20 20 durante 40 minutos. 

O software OriginPro 8 foi utilizado para construção das curvas de 

quimiluminescência, que foram analisadas quanto área sobre a curva. Cada amostra 

de tecido foi analisada em triplicata. Os resultados foram expressos em URL/mg 

tecido (URL – unidades relativas de luz). 

 

 

3.16.6 Determinação da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) por 

quimiluminescência 

 

 

A TRAP foi avaliada conforme descrito por Repetto et al. (1996) e utilizada 

por Peres et al. (2011). Esta técnica avalia os níveis de antioxidantes totais de um 

tecido, principalmente antioxidantes de baixa massa molecular. Neste método, o 

ABAP (2,2-azo-bis(2-amidinopropano diidroclorido), um sistema gerador de radical 

alcooxil por decomposição térmica, produz fótons que são amplificados pelo luminol 

e medidos em luminômetro GLOMAX TD/20 20. A reação é inibida por análogos da 

vitamina E ou outros antioxidantes lipossolúveis e hidrossolúveis existentes na 

amostra de pele. 
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A mistura contendo 1,5% (p/v) de sobrenadante do homogenato de pele (50 

mg/mL), 200 mM de luminol e 200 mM de ABAP para um volume final de 1 ml, 

diminuiu a quimiluminescência a níveis basais (tempo de indução, Ti) 

proporcionalmente a concentração de antioxidantes existentes na amostra de pele 

até os radicais do ABAP serem gerados novamente. 

O sistema foi calibrado com um análogo hidrossolúvel da vitamina E (Trolox). 

Uma comparação do tempo de indução depois da adição de concentrações 

conhecidas de Trolox e homogenato permitiu obter valores de TRAP com uma 

concentração relativa à concentração do Trolox (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Gráfico representativo do TRAP, mostrando a emissão de fótons pelo número de leituras. 

A interseção das retas representa a fase de indução da reação. 
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D - é uma fator de diluição; 

Tamostra - é o tempo de indução da amostra; 

TTrolox - é o tempo de indução provocado pela adição 1 μM de Trolox. 

Os resultados foram expressos em µM trolox/mg tecido. 

 

 

3.16.7 Determinação da glutationa reduzida (GSH) 

 

 

A quantificação da GSH foi realizada por método colorimétrico que 

consistiu na reação do grupo sulfidrila com 5,5’-ditiobis (2-ácido nitrobenzóico) 

(DTNB) e leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 412 nm (n=3 – 

por tempo e tratamento, em animais diabéticos e não diabéticos). A concentração 

foi calculada utilizando-se a curva padrão de GSH (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Os 

resultados foram expressos em µmol GSH/g tecido. 

 

 

3.16.8 Determinação das proteínas totais 

 

 

As dosagens de proteínas totais no homogenato de tecido (n=3 – por 

tempo e tratamento, em animais diabéticos e não diabéticos) foram realizadas por 

meio de kit comercial utilizando o método de Biureto (Labtest Diagnóstica - Lagoa 

Santa, MG, Brasil). Os resultados foram expressos em g proteínas totais/g tecido. 
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3.17 Análise dos resultados 

 

 

Para análise de todas as variáveis foi utilizado o teste t de Student 

(comparação 2 a 2) para comparação entre os grupos diabéticos (DM F1 x DM 

sham) e não diabéticos (N F1 x N sham,) além da comparação entre os grupos 

tratados com F1 (DM F1 x N F1) e os não tratados com F1 (DM sham x N sham) 

em todos os dias de seguimento. 

Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0 para confecção dos gráficos e 

realização dos testes estatísticos. Para os cálculos de TRAP e lipoperóxidos de 

membranas foi utilizado também o OriginPro 8. 

Os valores de p<0,05 mostram evidências estatísticas de que há diferença 

entre os dados em questão, sob intervalo de confiança de 95%. 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

Resultados  . 
 

“Quando a gente acha que tem todas as respostas, 
vem a vida e muda todas as perguntas...” 

_ Luís Fernando Veríssimo 
 

“Você nunca sabe que resultados virão da sua ação. Mas se você não fizer nada não 
existirão resultados” 

_ Mahatma Gandhi 
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4 Resultados 

 

 

4.1 Avaliação da viabilidade celular 

 

 

A viabilidade celular dos fibroblastos NIH-3T3 e queratinócitos humanos 

foram aferidas pelo método colorimétrico MTT, que é baseado na capacidade das 

células viáveis reduzirem o sal de tetrazólio em cristais de formazan. A coloração 

púrpura foi aferida por espectrofotometria e a absorbância do grupo controle foi 

relacionada a 100% de células viáveis. 

A viabilidade de fibroblastos em cultura por 24 horas foi estatisticamente 

menor em relação ao controle positivo (DMEM 10%) nas concentrações de 25,0 

µg/mL (p=0,0040), 10 µg/mL (p=0,0209) e 2,5 µg/mL (p=0,0454). Além disso, a 

concentração de F1 a 0,01% (10 mg/mL), a mesma utilizada nos testes in vivo 

aplicada topicamente nas úlceras dos ratos, apresentou viabilidade de fibroblastos 

semelhante dentre as demais concentrações testadas (Figura 16). 

Quanto aos queratinócitos em cultura por 24 horas a viabilidade diminuiu em 

relação ao controle positivo nas concentrações de 50,0 µg/mL (p=0,0040), 25,0 

µg/mL (p=0,0296), 10,0 µg/mL (p=0,0098), 5,0 µg/mL (p=0,0172) Apesar de a 

viabilidade dos queratinócitos frente à concentração de 10 mg/mL também ter 

apresentado semelhança em relação às demais concentrações de F1 testadas, notou-

se menor viabilidade de queratinócitos do que de fibroblastos pelo mesmo tempo de 

teste (Figura 16). 
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Figura 16 – Perfil da viabilidade celular e percentagem de citotoxicidade da proteína F1 em cultura 

de fibroblastos NIH-3T3 e de queratinócitos humanos por 24 horas. 

 

 

4.2 Confirmação do estado diabético 

 

 

Os animais que receberam injeção de STZ apresentaram sinais clínicos de 

diabetes tal como polidipsia e poliúria (segundo acompanhamento diário no 

biotério). 

O estado diabético foi confirmado pela glicemia de jejum maior que 300 

mg/dl. A glicemia inicial, correspondente à glicemia média de jejum (por 12 horas) 

após 15 dias da indução do diabetes, foi de 416,40 mg/dL ± 62,39 (de 326 mg/dL à 

500 mg/dL). Essa glicemia apresentou-se estatisticamente superior à glicemia inicial 

dos animais não diabéticos, que foi de 120,55 mg/dL ± 20,06 (de 81 mg/dL à 164 

mg/dL) (p=0,0001) (Figura 17B). 

No final do experimento a glicemia média de jejum (por 12 horas) de todos 

os animais diabéticos (glicemia final) foi de 390,63 ± 57,52 (de 305 mg/dL à 500 
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mg/dL), a qual apresentou-se estatisticamente diferente dos animais não diabéticos 

que foi de 111,60 mg/dL ± 14,58 (de 80 mg/dL à 141 mg/dL) (p=0,0001). Não houve 

diferença estatística entre as glicemias inicial e final nos animais diabéticos e nem nos 

animais não diabéticos (Figura 17B). 

Os animais diabéticos apresentaram média de peso corporal inicial de 

263,60g ± 45,67 (de 170g a 370g), estatisticamente superior ao peso corporal dos 

animais não diabéticos que foi de 219,50g ±13,32 (de 174g à 235g) (p=0,0001) 

(Figura 17C). 

Ao final do experimento, a média de peso corporal dos animais diabéticos foi 

de 262,63 ± 58,27 (de 139g à 361g) sem diferença estatística em relação ao peso 

corporal dos animais não diabéticos, que foi de 236,35 ± 26,57 (de 180g à 290g) 

(Figura 17C). 

Não houve diferença estatística entre os pesos inicial e final nos animais 

diabéticos, entretanto, dentre os animais não diabéticos houve aumento significativo 

de peso corporal ao final do experimento (p=0,0155) (Figura 17C). 
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Figura 17 – (A) Diferença dos sinais clínicos observados entre o rato diabético e não diabético. Os 

ratos diabéticos apresentaram menor peso corporal, indolência, caquexia, polidipsia e 

pelos ouriçados, principalmente quando em quadros mais graves do diabetes (quando a 

glicemia atingia níveis superiores a 400 mg/dL). Os ratos não diabéticos apresentaram 

aumento significativo de peso corporal, estado alerta, pele rósea e pelos sedosos. 

Distribuição das variáveis (C) glicemia (mg/dL) e (C) peso corporal (g) dos animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N). 

 

 

4.3 Diferenças entre a pele dos ratos diabéticos e dos não diabéticos 

 

 

Para esta análise foram utilizadas como biópsia as amostras de pele do dorso 

dos animais diabéticos e não diabéticos coletadas após a confecção das úlceras. Com 

isso, foram avaliadas as condições basais da pele dos animais diabéticos e não 

diabéticos antes de qualquer tratamento tópico (animais do dia 0). 
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4.3.1 Células inflamatórias, proteínas totais, OSM e OSMR-β 

 

 

Pela análise histológica da pele dos animais diabéticos (Figura 18B), 

observou-se maior quantidade de células inflamatórias, predominantemente 

neutrófilos e macrófagos, em comparação com a pele dos animais não diabéticos 

(Figura 18A). 

Os animais induzidos ao diabetes apresentaram quase que duas vezes mais 

células inflamatórias na pele que os animais não diabéticos (p=0,0001) (Figuras 18 e 

19). Além disso, apresentaram também nível de proteínas totais estatisticamente 

superiores em relação aos não diabéticos (p=0,0045). Em contrapartida, 

apresentaram também menores níveis de OSM e de seu receptor OSMR-β (p=0,0001) 

(Figura 19). 
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Figura 18 – Fotomicrografia da pele dorsal de um animal não diabético (A) e um diabético (B) após 

coloração com hematoxilina e eosina. 

 

 

 

Figura 19 – Quantificação das células inflamatórias (por histomorfometria), proteínas totais (por 

dosagem bioquímica), OSM e OSMR-β na pele dorsal (sem tratamento) de animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N). 
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4.3.2 Estresse celular (iNOS, NO, MPO, MDA, FOX e lipoperóxidos de 

membranas) e defesas antioxidantes (TRAP e GSH) 

 

 

Os animais diabéticos e não diabéticos apresentaram níveis semelhantes de 

MPO e TRAP (p>0,05). 

Além disso, os animais diabéticos apresentaram níveis superiores somente de 

NO (p=0,0473) e de lipoperóxidos de membranas (p=0,0001) em relação ao dos 

animais não diabéticos. Por outro lado, os níveis inferiores foram os de iNOS, MDA, 

FOX (p=0,0001) e GSH (p=0,0035) (Figura 20). 
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Figura 20 – Quantificação de iNOS (por imunoistoquímica), NO, MPO, MDA, FOX, lipoperóxidos 

de membranas, TRAP e GSH (por dosagem bioquímica) e na pele dorsal (sem 

tratamento) de animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N). 
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4.3.3 Vasos sanguíneos, VEGF e eNOS 

 

 

Pela análise histológica da pele dos animais diabéticos (Figura 18B), 

observou-se menor quantidade de vasos sanguíneos em comparação com a pele dos 

animais não diabéticos (Figura 18A). 

Na quantificação dos vasos sanguíneos os animais diabéticos apresentaram 

menor quantidade de vasos sanguíneos (p=0,0001) em relação aos animais não 

diabéticos (Figuras 18 e 21). 

Associado a esta observação, os animais diabéticos apresentaram também 

níveis inferiores de VEGF (p=0,0002) e eNOS (p=0,0206) em relação aos animais não 

diabéticos (Figura 21). 

Figura 21 – Quantificação do número de vasos sanguíneos (por histomorfometria), VEGF e eNOS 

(por imunoistoquímica) na pele dorsal (sem tratamento) de animais diabéticos (DM) e 

não diabéticos (N). 
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não diabéticos (Figura 18A). Além disso, a pele dos animais diabéticos apresentou 

maior densidade colagênica, diferente da dos animais não diabéticos (Figuras 18 e 

22). 

Pela morfometria, não houve diferença estatística entre os animais diabéticos 

e não diabéticos quanto à quantidade de fibroblastos, colágeno e IGF (p>0,05), 

apesar de os diabéticos apresentarem essas variáveis levemente superiores em 

relação aos não diabéticos. Quanto ao TGF-β1, os diabéticos apresentaram nível 

estatisticamente menor em relação aos não diabéticos (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 – Fotomicrografia da pele dorsal de um animal não diabético (A) e um diabético (B) após 

coloração com tricrômio de Gomori. 
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Figura 23 – Quantificação do número de fibroblastos e colágeno (por histomorfometria), TGF-β1 

e IGF (por imunoistoquímica) na pele dorsal (sem tratamento) de animais diabéticos 

(DM) e não diabéticos (N). 
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4.3.5 Marcadores da sinalização da insulina (IRS, AKT, SHC e ERK) 

 

 

Os animais diabéticos apresentaram níveis estatisticamente inferiores dos 

marcadores da sinalização da insulina em relação aos animais não diabéticos – IRS 

(p=0,0001), AKT (p=0,0041); SHC (p=0,0006) e ERK (p=0,0002). Destacou-se também, 

os maiores níveis apresentados pelas proteínas AKT, SHC e ERK em relação aos níveis 

mínimos determinados de IRS (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 – Quantificação das proteínas IRS, AKT, SHC e ERK (por imunoistoquímica) na pele dorsal 

(sem tratamento) de animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N). 
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4.4 Diferenças entre a pele dos ratos diabéticos e dos não diabéticos tratados e 

não tratados nas úlceras cutâneas com F1 

 

 

Para esta análise foram utilizadas biópsias da úlcera/cicatriz dérmica de ratos 

dos grupos diabético e não diabético, com (grupo F1) e sem (grupo sham) 

tratamento tópico com gel de F1. 

 

 

4.4.1 Estudo da fase inflamatória da cicatrização 

 

 

Pela análise histológica (coloração HE) das úlceras/cicatrizes dos animais não 

diabéticos e diabéticos, tratados ou não com F1 observou-se no grupo DM F1 já no 

2° dia de seguimento denso infiltrado inflamatório composto predominantemente 

por neutrófilos e macrófagos até mesmo em camadas inferiores da lesão. Este 

achado foi menor que o observado nos animais DM sham. Quanto aos não 

diabéticos, o infiltrado inflamatório apresentou-se bem menos denso. No entanto, o 

grupo N F1 apresentou infiltrado inflamatório mais denso em relação ao grupo N 

sham. No 7° dia de seguimento a densidade do infiltrado inflamatório dos 

respectivos grupos permaneceu praticamente semelhante à do 2° dia, havendo 

redução após o 14° dia (Figura 25). 

Pela quantificação do infiltrado inflamatório, realizado por histomorfometria, 

o grupo N F1 no 2° dia apresentou maior quantidade de infiltrado inflamatório em 

relação ao grupo N sham (p=0,0001). Não houve diferença estatística entre os grupos 

DM F1 e DM sham. Além disso, foi observado maior infiltrado inflamatório nos 

grupos diabéticos (DM sham e DM F1) do que nos grupos não diabéticos (N sham e 

N F1) (Figura 26). 
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No 7° dia, os grupos N F1 e N sham mantiveram o nível de infiltrado 

inflamatório semelhante ao do 2° dia (Figura 27), sendo o grupo N F1 maior que N 

sham (p=0,0021) (Figura 26). Entretanto, o grupo DM F1 apresentou aumento 

importante do 2° para o 7° dia (Figura 27), tornando-se estatisticamente superior ao 

grupo DM sham (p=0,0452) (Figura 26). 

A partir do 14° dia houve redução (menos que a metade) dos níveis de 

infiltrado inflamatório em todos os grupos (Figura 27). O grupo N F1 permaneceu 

estatisticamente superior ao grupo N sham no 14° (p=0,0005) e no 21° (p=0,0057) 

dias. Por outro lado, dentre os diabéticos, os níveis de infiltrado inflamatório foram 

semelhantes nestes dias de seguimento (p>0,05) (Figuras 26 e 27). 

A quantificação de macrófagos (células CD11b+), células CD4+ e CD8+ foram 

feitas através de citometria de fluxo do sobrenadante do homogenato da úlcera. No 

2° dia, o nível das células CD11b+ foi semelhante entre os todos grupos, apesar de o 

grupo N sham se apresentar levemente superior (sem diferença estatística) (Figura 

26). 

No 7° dia, o grupo DM sham se destacou apresentando níveis superiores de 

células CD11b+ em relação do 2° dia (Figura 27), sendo diferente estatisticamente do 

grupo DM F1 (p=0,0263). Dentre os grupos não diabéticos não houve diferença 

estatística (Figura 26). 

No 14° dia, destacou-se o grupo N F1 com importante aumento de células 

CD11b+ em relação ao 7° dia (Figura 27), superior ao N sham (p=0,0004) (Figura 26). 

Quanto aos diabéticos, DM sham permaneceu semelhante ao 7° dia e superior ao 

DM F1 (p=0,0112) (Figuras 26 e 27). 

No 21° dia, houve um aumento significante de células CD11b+ no grupo DM 

F1 e N sham em relação ao 14° dia (Figura 27). No entanto, não houve diferença 

estatística entre todos os grupos (Figura 26). Além disso, é importante ressaltar o 

aumento importante de células CD11b+ do 14° ao 21° dia (Figura 27). 



                                                                                                                        Resultados  |  106 

Em relação às células CD4+ no 2° dia, o grupo N sham apresentou-se 

estatisticamente superior ao grupo N F1 (p=0,0123), semelhantemente ao grupo DM 

F1, que se apresentou superior ao grupo DM sham (p=0,0069) (Figura 26). 

No 7° dia, não houve diferença estatística entre todos os grupos, no entanto, 

o grupo N F1 e DM sham apresentaram importante aumento de células CD4+ do 2° 

para o 7° dia, ao passo que os grupos N sham e DM F1 apresentaram importante 

redução, níveis estes que se mantiveram até o 21° dia (Figura 27), com DM sham 

superior ao DM F1 no 14° dia (p=0,0264) e N F1 superior ao N sham (p=0,0411) 

(Figura 26). 

Com relação às células CD8+ no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se inferior 

ao N sham (p=0,0090), enquanto que o grupo DM F1 apresentou-se superior em 

relação ao DM sham (p=0,0406) (Figura 26). 

Do 2° para o 7° dia o grupo N F1 apresentou aumento de células CD8+ 

praticamente igualando-se ao nível de N sham, enquanto que o grupo DM F1 

apresentou importante redução, tornando-se estatisticamente diferente do grupo 

DM sham (p=0,0462) (Figuras 26 e 27). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou diminuição no nível de células CD8+ 

em relação ao 7° dia enquanto o grupo N F1 apresentou aumento, evidenciando a 

importante diferença entre esses grupos no 14° dia (p=0,010). Em relação aos 

animais diabéticos, o grupo DM sham apresentou-se superior em relação ao 7° dia e 

superior ao grupo DM F1 (p=0,0001) (Figuras 26 e 27). 

No 21° dia, os níveis de células CD8+ nos grupos N sham e DM F1 voltaram a 

aumentar. O grupo DM F1 apresentou-se estatisticamente diferente do grupo DM 

sham (p= 0,0265). Enquanto que nos grupos não diabéticos os níveis foram 

semelhantes, sem diferença estatística (Figura 26). 
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Figura 25 – Fotomicrografia das áreas ulceradas tratada topicamente com gel de CMC com a proteína 

F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 

e 21 dias de seguimento corada com hematoxilina e eosina. Destaca-se o infiltrado 

inflamatório, vasos sanguíneos e fibroblastos em cada grupo e tempo de seguimento. 
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Figura 26 – Quantificação do infiltrado inflamatório (por histomorfometria) e células CD11b
+
, CD4

+
e CD8

+
(por citometria de fluxo) das úlceras 

dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), 

por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 27 – Evolução das variáveis infiltrado inflamatório, CD11b
+
, CD4

+
e CD8

+
, relação CD4

+
/CD8

+ 
nas úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de 

CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 

 

Infiltrado inflamatório

dia 2 dia 7 dia 14 dia 21
0

35

70

105

140

175

210

245

280

315

350

N sham

DM sham

DM F1

N F1

M
é

d
ia

 d
o

 n
o
 d

e
 i

n
fi

lt
ra

d
o

 i
n

fl
a

m
a

tó
ri

o

CD11b+

dia 2 dia 7 dia 14 dia 21
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8
0.8

1.6

2.4

3.2

4.0

N sham

DM F1

DM sham

N F1

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

1
1

b
+

CD4+

dia 2 dia 7 dia 14 dia 21
0

1

2

3

4
4

12

20

28

36

N sham

DM F1

DM sham
N F1

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

4
+

CD8+

dia 2 dia 7 dia 14 dia 21
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

N sham

DM F1

DM sham

N F1

%
 c

é
lu

la
s

 C
D

8
+



                                                                                                                        Resultados  |  110 

Para quantificação de proteínas totais no 2° dia, realizada por dosagem 

bioquímica por meio do sobrenadante do macerado da úlcera/cicatriz, o grupo N F1 

apresentou nível inferior de proteínas totais em relação ao grupo N sham (p=0,0049). 

Quanto aos diabéticos, não houve diferença estatística, apesar de o grupo DM F1 ter 

se apresentado levemente superior em relação ao grupo DM sham (Figura 28). 

No 7° dia, o grupo N sham destacou-se com redução importante no nível de 

proteínas totais em relação ao 2° dia, apresentando-se estatisticamente inferior ao 

grupo N F1 (p=0,0024). O grupo DM F1 apresentou aumento do 2° para o 7° dia 

além de apresentar-se estatisticamente superior em relação ao grupo DM sham 

(p=0,0003) (Figuras 28 e 29). 

No 14° dia, o grupo N F1 apresentou-se estatisticamente superior em relação 

ao grupo N sham (p=0,0001) além de apresentar aumento importante no nível de 

proteínas totais em relação ao 7° dia. Quanto aos diabéticos, ambos os grupos 

apresentaram redução no nível de proteínas totais em relação ao 7° dia e o grupo 

DM F1 foi estatisticamente superior em relação ao DM sham (p=0,0002) (Figuras 28 e 

29).  

Em relação ao 21° dia, o grupo N F1 manteve-se superior ao N sham 

(p=0,0010) semelhante ao 14° dia, assim como o grupo DM F1 manteve-se superior 

ao DM sham (p=0,0001), entretanto, com níveis menores de proteínas totais (Figuras 

28 e 29). 

Para quantificação da oncostatina M (OSM), por meio da histomorfometria 

de imagens de imunoistoquímica, no 2° dia o grupo N F1 apresentou-se inferior ao 

grupo N sham (p=0,0003), enquanto o grupo DM F1 apresentou-se superior ao 

grupo DM sham (p=0,0001) (Figura 28). 

No 7° dia o grupo N F1 apresentou aumento da OSM enquanto que o grupo 

N sham apresentou importante redução em relação ao 2° dia, permanecendo 

estatisticamente diferentes (p=0,0012). Ambos os grupos diabéticos, mantiveram os 

níveis da OSM em relação ao 2° dia (p=0,0001) (Figuras 28 a 30). 
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No 14° dia, o grupo N F1 apresentou importante redução de OSM enquanto 

que o N sham apresentou importante aumento em relação ao 7° dia, apresentando-

se estatisticamente diferentes neste tempo de seguimento (p=0,0001). Por outro 

lado, os grupos diabéticos mantiveram níveis semelhantes em relação ao 7° dia 

(Figuras 28 a 30). 

No 21° dia, foi observado importante aumento de OSM no grupo N F1 

assemelhando-se com o grupo N sham (p>0,05), além da importante redução no 

grupo DM F1, assemelhando-se com o grupo DM sham (Figuras 28 a 30). 

O OSMR-β, receptor da OSM também quantificado pela histomorfometria 

em imagens de imunoistoquímica, apresentou bastante semelhança com a 

quantificação de OSM. No 2° dia, o grupo N F1 apresentou inferior ao N sham 

(p=0,0008), enquanto que o grupo DM F1 apresentou-se superior ao DM sham 

(p=0,0001) (Figura 28). 

No 7° dia, houve importante redução de OSMR-β no grupo N sham e 

manutenção no grupo N F1 em relação ao 2° dia, tornando-os estatisticamente 

diferentes neste dia de seguimento (p=0,0003), enquanto que ambos os grupos 

diabéticos mantiveram os níveis de OSMR-β semelhantes até o 21° dia (p=0,0044) 

(Figuras 28, 29 e 31). 

No 14° dia, houve importante aumento no grupo N sham em relação ao 7° 

dia, diferenciando-se estatisticamente do grupo N F1 (p=0,0001) assemelhando-se ao 

2° dia. No 21° dia, houve importante aumento de OSMR-β no grupo N F1 

assemelhando-se ao N sham (p>0,05) (Figuras 28, 29 e 31). 
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Figura 28 – Quantificação das proteínas totais (por dosagem bioquímica), OSM e OSMR-β (por 

imunoistoquímica) das úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com 

(grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), 

por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 29 – Evolução das variáveis proteínas totais, OSM e OSMR-β nas úlceras dérmicas tratadas 

topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 30 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para OSM das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 31 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para OSMR-β das áreas ulceradas 

tratadas topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em 

animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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4.4.1.1 Estresse celular 

 

 

Na quantificação da enzima iNOS no 2° dia, em percentagem de área 

marcada nas imagens de imunoistoquímica, os grupos N F1 e N sham não 

apresentaram diferença estatística, apesar de o grupo N sham ser levemente superior 

ao N F1. Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 apresentou importante nível de iNOS 

superior ao grupo DM sham (p=0,0001) (Figura 32 e 34). 

No 7° dia, os grupos diabéticos mantiveram os níveis de iNOS semelhantes 

entre si, embora apresentassem importante redução de iNOS em relação ao 2° dia. Já 

o grupo DM F1, houve diminuição de iNOS em relação ao 2° dia e mesmo assim se 

manteve superior ao grupo DM sham (p=0,0001) no 7° dia (Figuras 32 à 34). 

No 14° dia, o grupo N F1 manteve-se com nível semelhante de iNOS em 

relação ao 7° dia e o grupo N sham apresentou importante aumento tornando-se 

assim superior ao grupo N F1 no 14° dia (p=0,0001). Com relação aos diabéticos, o 

grupo DM sham apresentou leve aumento de iNOS em relação ao 7° dia, 

apresentando-se sem diferença estatística em relação ao DM F1 (Figuras 32 à 34). 

No 21° dia, os grupos não diabéticos igualaram seus níveis de iNOS (p>0,05) 

enquanto que nos diabéticos, o grupo DM F1 apresentou importante diminuição de 

iNOS em relação ao 14° dia, sendo inferior ao grupos DM sham (p=0,0001) (Figuras 

32 à 34). 

Para estudo do estresse celular também foram feitas dosagens bioquímicas 

de óxido nítrico (NO) (por quimiluminescência), mieloperoxidase (MPO), 

malondialdeído (MDA), determinação do peróxido de hidrogênio (H2O2) pela 

oxidação do ferrous xylenol-orange (FOX) e lipoperóxidos de membranas (por 

quimiluminescência). 

Com relação ao NO, foi observado no 2° dia semelhança entre todos os 

grupos, apesar de os grupos diabéticos apresentarem-se levemente superiores, 

sobretudo o grupo DM sham (Figura 32). 
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No 7° dia, tornou-se mais pronunciado o superior nível de NO nos grupos 

diabéticos, principalmente no grupo DM F1 (p>0,05). Por outro lado, dentre os 

grupos não diabéticos houve aumento de NO no grupo N sham em relação ao 2° dia, 

apesar de manter-se sem diferença estatística em relação ao grupo N F1 (Figura 32). 

No 14° dia, os níveis de NO de todos os grupos reduziram. No entanto, ainda 

assim, o grupo DM F1 permaneceu com nível superior de NO em relação ao DM 

sham (p=0,0393). Dentre os animais não diabéticos, os níveis de NO foram 

semelhantes (p>0,05) (Figuras 32 e 33). 

No 21° dia, houve um leve aumento nos níveis de NO do grupo N sham em 

relação ao 14° dia apresentando-se estatisticamente diferente em relação ao grupo N 

F1 (p=0,0231). Quanto aos diabéticos, houve redução importante de NO em relação 

ao 14° dia, assemelhando-se ao grupo DM F1 (p>0,05) (Figuras 32 e 33). 

Quanto à quantificação de MPO no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se 

estatisticamente superior ao grupo N sham (p=0,0354). Destacou-se também, nível 

inferior de MPO no grupo DM F1 em relação ao grupo DM sham (p=0,0141) (Figura 

32). 

No 7° dia, os grupos não diabéticos apresentaram níveis de MPO 

semelhantes (p>0,05) além de apresentarem importante redução em relação ao 2° 

dia. Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 permaneceu estatisticamente inferior ao 

grupo DM sham (p=0,0314) (Figuras 32 e 33). 

No 14° dia, os grupos não diabéticos mantiveram os níveis de MPO 

semelhantes apesar de o grupo N F1 apresentar-se superior ao N sham. Já nos 

grupos diabéticos houve redução importante em relação ao 7° dia, e o grupo DM F1 

manteve-se inferior ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 32 e 33). 

No 21° dia, o grupo N F1 manteve-se semelhante ao N sham, enquanto 

dentre os diabéticos o grupo DM F1 apresentou-se superior ao DM sham (p=0,0021) 

(Figuras 32 e 33). 

Quanto ao MDA no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se estatisticamente 

inferior ao N sham (p=0,0001), enquanto que ambos os grupos diabéticos 
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apresentaram-se semelhantes (p>0,05), apesar do grupo DM F1 levemente maior que 

o grupo DM sham (Figura 32). 

No 7° dia, observou-se aumento importante do nível de MDA em ambos os 

grupos não diabéticos em relação ao 2° dia, sobretudo no grupo N sham, que 

apresentou-se estatisticamente diferente do N F1 (p=0,0001). Em relação aos 

diabéticos, ambos os grupos apresentaram redução nos níveis de MDA em relação ao 

2° dia e o grupo DM F1 apresentou-se superior ao DM sham (p=0,0005) (Figuras 32 e 

33). 

No 14° dia, no grupo N sham houve persistência ao elevado estímulo do 

estresse celular apresentando maiores níveis de MDA em relação ao 7° dia, 

diferenciando-se estatisticamente do grupo N F1 (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, 

houve aumento importante nos níveis de MDA em relação aos 7° dia, no entanto, 

ambos foram semelhantes entre si (p>0,05) (Figuras 32 e 33). 

No 21° dia, o nível de MDA no grupo N sham continuou elevado, diferente 

do grupo N F1 (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, os níveis foram superiores em 

relação ao 14° dia, entretanto, semelhante entre si (p>0,05) (Figuras 32 e 33). 

Quanto ao FOX no 2° dia, o grupo N F1 apresentou níveis estatisticamente 

inferiores em relação ao N sham (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 

apresentou nível superior em relação ao grupo DM sham (p=0,0022) (Figura 32). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram importante 

aumento nos níveis de FOX em relação ao 2° dia, no entanto não houve diferença 

entre eles neste tempo de seguimento. Com relação aos grupos diabéticos, também 

não houve diferença entre eles, apesar da importante redução dos níveis de FOX no 

grupo DM F1 em relação ao 2° dia (Figuras 32 e 33). 

No 14° dia, os grupos não diabéticos apresentaram importante decréscimo 

nos níveis de FOX em relação ao 7° dia, mesmo não havendo diferença estatística 

entre eles. Quanto aos diabéticos, ambos o grupos apresentaram aumento 

importante do 7° para o 14° dia, sobretudo no grupo DM sham, que se tornou 

estatisticamente diferente em relação ao grupo DM F1 (p=0,0013) (Figuras 32 e 33). 
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No 21° dia, o grupo N sham apresentou aumento importante no nível de FOX 

em relação ao 14° dia, apresentando-se estatisticamente diferente em relação ao 

grupo N F1 (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, os níveis de FOX foram levemente 

maiores em relação ao 14° dia e o grupo DM sham apresentou-se estatisticamente 

superior em relação ao DM F1 (p=0,0001) (Figuras 32 e 33). 

Quanto aos lipoperóxidos de membranas no 2° dia, o grupo N F1 

apresentou-se superior em relação ao N sham (p=0,0067), enquanto que o grupo DM 

F1 apresentou nível semelhante de lipoperóxidos de membranas em relação ao DM 

sham (p>0,05) (Figura 32). 

No 7° dia, houve redução importante do grupo N F1 em relação ao 2° dia, o 

qual se assemelhou ao grupo N sham (p>0,05). Por outro lado, o grupo DM F1 

diminuiu o nível de lipoperóxidos de membranas, apresentando-se estatisticamente 

diferente do grupo DM sham (p=0,0097) (Figuras 32 e 33). 

No 14° dia, o nível de lipoperóxidos de membranas do grupo N F1 voltaram a 

aumentar assemelhando-se ao 2° dia (p=0,0111), enquanto que ambos os grupos 

diabéticos apresentaram redução e semelhantes entre si (p>0,05) (Figuras 32 e 33). 

No 21° dia, o grupo N sham apresentou importante aumento de 

lipoperóxidos de membranas em relação ao 14° dia, diferenciando-se do grupo N F1 

(p=0,0003), enquanto que o grupo DM F1 voltou a aumentar o nível de lipoperóxidos 

de membranas em relação ao 14° dia, diferente do grupo DM sham (p=0,0188) 

(Figuras 32 e 33). 
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Figura 32 – Quantificação de iNOS (por imunoistoquímica), NO, MPO, MDA, FOX e lipoperóxidos de membranas (por dosagem bioquímica) das úlceras 

dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), 

por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 33 – Evolução das variáveis iNOS, NO, MPO, MDA, FOX e lipoperóxidos de membranas nas úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC 

com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 34 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para iNOS das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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4.4.1.2 Defesas antioxidantes 

 

 

Para estudo das defesas antioxidantes foi feita dosagem bioquímica da 

Capacidade Antioxidante Total (TRAP) por quimiluminescência e da glutationa (GSH). 

Quanto à quantificação de TRAP, todos os grupos apresentaram-se 

semelhantes no 2° dia. No entanto, no 7° dia houve aumento nos níveis de TRAP no 

grupo N F1 em relação 2° dia. Mesmo assim, não houve diferença estatística entre os 

grupos não diabéticos, mantendo-se semelhantes até o 14° dia. Em contrapartida, 

quanto aos grupos diabéticos houve aumento importante dos níveis de TRAP no 

grupo DM sham do 2° para o 7° dia, apresentando-se superior em relação ao grupo 

DM F1 no 7° (p=0,0116) e 14° (p=0,0215) dias. No 21° dia, o grupo N F1 apresentou 

superior nível de TRAP em relação ao N sham (p=0,0007), destacando-se também a 

redução nos níveis de TRAP do 14° ao 21° dias. Por outro lado, ambos os grupos 

diabéticos apresentaram-se semelhantes no 21° dia, apresentando também redução 

nos níveis de TRAP em relação ao 14° dia (Figuras 35 e 36). 

Quanto à quantificação do GSH, o grupo N F1 apresentou-se inferior ao 

grupo N sham (p=0,0082) no 2° dia, enquanto que o grupo DM F1 apresentou-se 

estatisticamente superior em relação ao grupo DM sham (p=0,0193) (Figura 35). 

No 7° dia, os grupos não diabéticos apresentaram aumento importante de 

GSH em relação ao 2° dia, sobretudo no grupo N sham, que permaneceu superior ao 

grupo N F1 (p=0,0126). Quanto aos grupos diabéticos, os níveis de GSH foram 

inferiores em relação ao 2° dia, e semelhantes entre si (p>0,05) (Figuras 35 e 36). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou persistente atividade antioxidante 

com aumento do nível de GSH em relação ao 7° dia, apresentando-se 

estatisticamente diferente do grupo N F1 (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, o grupo 

DM sham apresentou aumento importante do nível de GSH em relação ao 7° dia, 

além de apresentar-se estatisticamente superior ao grupo DM F1 (p=0,0008) (Figuras 

35 e 36). 
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No dia 21, o grupo N sham apresentou aumento consideravelmente 

importante em relação ao 14° dia, além de apresentar-se superior estatisticamente ao 

grupo N F1 (p=0,0001). Dentre os grupos diabéticos, o DM F1 aumentou o nível de 

GSH do 14° para o 21° dia, apesar de não apresentar diferença estatística com 

relação ao DM sham (Figuras 35 e 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 – Quantificação de TRAP e GSH (por dosagem bioquímica) das úlceras dérmicas tratadas 

topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 36 – Evolução das variáveis TRAP e GSH nas úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel 

de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não 

diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 

 

 

4.4.2 Estudo da angiogênese 

 

 

Pela análise histológica (coloração HE) das úlceras/cicatrizes, observou-se 

que o grupo DM F1 apresentou maior quantidade de vasos sanguíneos já no 2° dia 

em relação aos demais grupos. No entanto, no 7° dia todos os grupos apresentaram 

importante angiogênese, mais evidenciada no grupo DM F1 em relação aos demais 

grupos. No 14° dia, notou-se redução da quantidade dos vasos em todos os grupos, 

mesmo assim o grupo DM F1 ainda apresentou maior angiogênese em relação aos 
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demais grupos. Este perfil se estendeu até o 21° dia, momento em que os demais 

grupos quase não apresentaram vasos sanguíneos e o grupo DM F1 ainda 

apresentava (Figura 25). 

Para quantificação da angiogênese foram feitas contagens dos vasos 

sanguíneos nas secções histológicas coradas com HE. No 2° dia, não houve diferença 

estatística entre os grupos não diabéticos nem entre os grupos diabéticos. 

Entretanto, o grupo DM sham apresentou superior quantidade de vasos sanguíneos 

em relação ao grupo N sham (p=0,0474) (Figura 37). 

No 7° dia, houve importante aumento da angiogênese de ambos os grupos 

não diabéticos em relação ao 2° dia, o qual foi mais pronunciado no grupo N sham. 

Quanto aos animais diabéticos, ambos apresentaram semelhante angiogênese 

(p>0,05) (Figuras 37 e 38). 

No 14° dia, o grupo N sham manteve-se com angiogênese superior mesmo 

sem diferença estatística em relação ao grupo N F1. Quanto aos diabéticos, houve 

importante redução no grupo DM sham em relação ao 7° dia, que apresentou-se 

estatisticamente inferior ao grupo N sham (Figuras 37 e 38). 

No 21° dia, o grupo N sham manteve com a maior quantidade de vasos 

sanguíneos, semelhante ao grupo N F1. Dentre os diabéticos, ambos os grupos 

mantiveram semelhante quantidade de vasos sanguíneos em relação ao 14° dia, e o 

grupo DM sham manteve-se estatisticamente inferior ao grupo N sham (p=0.0026) 

(Figuras 37 e 38). 

Para quantificação de VEGF, foi feito imunoistoquímica e quantificação da 

percentagem de marcação pelo ImageJ. 

No 2° dia, o grupo N F1 apresentou nível inferior de VEGF em relação ao 

grupo N sham (p=0,0031), enquanto que o grupo DM F1 apresentou nível de VEGF 

superior ao DM sham (p=0,0004) (Figura 37 e 39). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram diminuição 

importante de VEGF em relação ao 2° dia. No entanto, o grupo N F1 apresentou 

superior nível de VEGF em relação ao N sham. Os diabéticos apresentaram redução 
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do nível de VEGF em relação ao 2° dia, e o grupo DM F1 manteve-se superior ao DM 

sham (p=0,0338) (Figuras 37 a 39). 

No 14° dia, o grupo N F1 voltou a apresentar níveis de VEGF inferiores em 

relação ao grupo N sham (p=0,0359), como observado no 2° dia. O grupo DM sham 

aumentou o nível de VEGF em relação ao 7° dia assemelhando-se ao grupo DM F1 

(p>0,05) (Figuras 37 a 39). 

No 21° dia, o grupo N F1 apresentou importante aumento de VEGF em 

relação ao 14° dia, assemelhando-se com o grupo N sham, que também aumentou o 

nível de VEGF do 14° para o 21° dia. Dentre os diabéticos, o grupo DM F1 apresentou 

redução importante em relação ao 14° dia, tornando-se estatisticamente inferior ao 

DM sham (p=0.0008) (Figuras 37 a 39). 

Quanto a análise de eNOS, também realizada por meio da quantificação da 

marcação imunoistoquímica, no 2° dia o grupo N F1 apresentou-se semelhante ao 

grupo N sham, enquanto ambos os grupos diabéticos apresentaram níveis 

semelhantes de eNOS (p>0,05), e o grupo DM F1 apresentou superior nível de eNOS 

em relação ao N F1 (Figura 37). 

No 7° dia, o grupo N sham apresentou importante redução de eNOS em 

relação ao 2° dia, apresentando-se diferente do grupo N F1 (p=0,0003). Dentre os 

diabéticos, ambos mantiveram-se semelhantes em relação ao 2° dia (p>0,05) e o 

grupo DM F1 apresentou superior nível de eNOS em relação ao grupo N F1 

(p=0,0085) (Figuras 37, 38 e 40). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou importante aumento de eNOS em 

relação ao 7° dia, além de apresentar-se superior ao N F1 (p=0,0001). Por outro lado, 

o grupo DM F1 se mantém superior ao DM sham (p=0,0038) (Figuras 37, 38 e 40). 

No 21° dia, o grupo N F1 apresentou aumento importante em relação ao 14° 

dia, além de apresentar-se estatisticamente diferente do grupo N sham (p=0,0043). O 

grupo DM sham aumentou o nível de eNOS em relação ao 14° dia, assemelhando-se 

ao grupo DM F1 (Figuras 37, 38 e 40). 
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Figura 37 – Quantificação da angiogênese (por histomorfometria), VEGF e eNOS (por 

imunoistoquímica) das úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com 

(grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos 

(N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 38 – Evolução das variáveis angiogênese, VEGF e eNOS nas úlceras dérmicas tratadas 

topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 39 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para VEGF das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 40 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para eNOS das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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4.4.3 Estudo da reepitelização, fibroplasia e colagênese 

 

 

Para o estudo da reepitelização foi calculado o índice de cicatrização das 

úlceras (ICU) considerando a área da úlcera (calculada pelo ImageJ) no início e no 

último dia de acompanhamento. 

Com relação aos animais não diabéticos no 2° dia, as úlceras do grupo N 

sham apresentaram reepitelização estatisticamente superior em relação às do grupo 

N F1 (p=0,0009). No 7° dia, este achado se repetiu com maiores índices de 

cicatrização no grupo N sham, estatisticamente superior em relação ao N F1 

(p=0,0017). No 14° dia, não houve diferença estatística entre os grupos em questão. 

No entanto, as úlceras dos animais do grupo N sham apresentaram-se mais 

reepitelizadas em relação às do grupo N F1, que ainda apresentavam atrasado grau 

de reepitelização. No 21° dia, as úlceras do grupo N sham estavam praticamente 

reepitelizadas, diferente das do grupo N F1, que ainda possuía algumas úlceras em 

atrasado grau de reepitelização (p>0,05) (Figura 41). 

Com relação aos animais diabéticos no 2° dia, as úlceras do grupo DM F1 

apresentaram reepitelização estatisticamente superior em relação às do grupo DM 

sham (p=0,0026). Além disso, notou-se no grupo DM sham maior quantidade de 

úlceras que aumentaram de tamanho (ICU com valor negativo). No 7° dia, as úlceras 

do grupo DM F1 também possuíram avançado grau de reepitelização semelhante ao 

2° dia, sem diferença estatística em relação ao grupo DM sham. No 14° dia, as úlceras 

de ambos os grupos diabéticos apresentavam-se praticamente reepitelizadas 

(p>0,05), apresentavam-se totalmente reepitelizadas no 21° dia (p>0,05) (Figura 41). 
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Figura 41 – (A) Quantificação da reepitelização (pelo índice de cicatrização das úlceras) e 

(B) seguimento clínico das úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e 

sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de 

seguimento. 
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mais diferenciados no 7° dia assim como os grupos DM sham e N F1, diferente do 

grupo N sham que apresentou quantidade importante de células inflamatórias até o 

14° dia. No 14° dia, os grupos diabéticos apresentaram maiores quantidades de 

fibroblastos desenvolvidos, diferente dos grupos não diabéticos. No 21° dia, os 

grupos diabéticos evidenciaram maior quantidade de fibroblastos diferenciados que 

os grupos não diabéticos (Figura 25). 

Pela análise histológica por meio da coloração de tricrômio de Gomori pode-

se perceber maior coloração e maior densidade colagênica nos grupos diabéticos 

especialmente no grupo DM F1 no 14° e 21° dias, assemelhando-se ao grupo N 

sham. Já os grupos N F1 e DM sham se assemelharam com menor coloração de 

tricrômio de Gomori e menor densidade colagênica (Figura 42). 

Para quantificação da fibroplasia, foram feitas contagens de fibroblastos em 

secções histológicas coradas com HE. No 2° dia, o grupo N sham apresentou maior 

quantidade de fibroblastos, estatisticamente diferente do grupo N F1 (p=0,0222). 

Quanto aos diabéticos, o grupo DM sham apresentou maior quantidade de 

fibroblastos, estatisticamente diferente em relação ao grupo DM F1 (p=0,0455) 

(Figuras 43 e 44). 

No 7° dia, o grupo N sham apresentou aumento importante na quantidade 

de fibroblastos em relação ao 2° dia, mantendo-se superior ao grupo N F1 

(p=0,0001). Com relação aos diabéticos, os níveis de fibroblastos foram superiores, 

comparados ao 2° dia, no entanto não houve diferença estatística entre eles (Figuras 

43 e 44). 

No 14° dia, o grupo N F1 apresentou aumento importante de fibroblastos em 

relação ao 7° dia, o grupo N sham manteve-se semelhante, não havendo diferença 

estatística entre eles. Com relação ao grupo DM F1, houve aumento considerável de 

fibroblastos em relação ao 7° dia, superior ao grupo DM sham (p=0,0121), que 

também apresentou importante aumento de fibroblastos em relação ao 7° dia 

(Figuras 43 e 44). 
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No 21° dia, a quantidade de fibroblastos dos grupos não diabéticos 

permaneceu semelhante à do 14° dia, sem diferença estatística entre eles. Houve 

aumento importante de fibroblastos nos grupos diabéticos do 14° para o 21° dia. 

Apesar de o grupo DM F1 apresentar nível de fibroblastos levemente superior ao de 

DM sham, não houve diferença estatística (Figuras 43 e 44). 

Para análise da colagênese foram utilizadas secções histológicas corados com 

tricrômio de Gomori e com o ImageJ foi calculada a percentagem de área de 

coloração verde (colágeno) na imagem histológica. No 2° dia o grupo N F1 

apresentou inferior percentagem de coloração em relação ao grupo N sham 

(p=0,0052). Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 apresentou maior percentagem 

de coloração diferente do que no grupo DM sham (p=0,0001) (Figura 43). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram aumento 

importante na percentagem de colágeno em relação ao 2° dia. Mesmo assim, o 

grupo N F1 continuou inferior ao N sham (p=0,0448). Os grupos diabéticos 

apresentaram aumento importante na coloração para colágeno em relação ao 2° dia 

e o grupo DM F1 continuou superior em relação ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 43 

e 44). 

No 14° dia, a percentagem de colágeno dentre os grupos não diabéticos 

apresentou-se levemente aumentada em relação ao 7° dia. Além disso, o grupo N F1 

manteve-se inferior em relação ao N sham (p=0,0141). Já nos grupos diabéticos, o 

DM F1 manteve-se superior ao DM sham (p=0,0004) (Figuras 43 e 44). 

No 21° dia, houve redução da percentagem de colágeno no grupo N sham 

em relação ao 14° dia e o grupo N sham apresentou semelhança com o N F1 

(p>0,05). Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 persistiu em manter-se superior em 

relação ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 43 e 44). 

Para quantificação do TGF-β1, realizado por histomorfometria em secções de 

imunoistoquímica, no 2° dia, o grupo N F1 apresentou nível de marcação para TGF-

β1 inferior ao grupo N sham (p=0,0001). Dentre os diabéticos, o grupo DM F1 
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apresentou nível superior de TGF-β1 em relação ao DM sham (p=0,0164) (Figuras 43 

a 45). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram importante 

redução de TGF-β1 em relação ao 2° dia. Além disso, o grupo N F1 apresentou 

superior ao N sham (p=0,0001). Quanto aos diabéticos, ambos os grupos também 

apresentaram redução de TGF-β1 em relação ao 2° dia, assemelhando-se entre si 

(p>0,05) (Figuras 43 a 45). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou importante aumento em relação ao 

7° dia, diferenciando-se do grupo N F1 (p=0,0001). Por outro lado, o grupo DM F1 

novamente aumentou seus níveis de TGF-β1 apresentando-se superior ao DM sham 

(p=0,1034) (Figuras 43 a 45). 

No 21° dia, houve uma inversão nos níveis de TGF-β1 em relação ao 14° dia, 

e o grupo N F1 apresentou-se superior ao N sham (p=0,0001). Semelhantemente 

aconteceu com os diabéticos, com aumento importante dos níveis de TGF-β1 no 

grupo DM sham superior em relação ao grupo DM F1 (p=0,0001) (Figuras 43 a 45). 

Para a análise do IGF, também foi utilizada quantificação de marcação 

imunoistoquímica. No 2° dia, o grupo N F1 apresentou nível de IGF inferior em 

relação ao de N sham (p=0,0115), enquanto que o nível de IGF do grupo DM F1 foi 

superior ao de DM sham (p=0,0001) (Figura 43). 

No 7° dia, houve diminuição considerável nos níveis de IGF no grupo N sham 

em relação ao 2° dia, apresentando-se diferente do N F1 (p=0,0003). Ambos os 

grupos diabéticos apresentaram redução importante nos níveis de IGF, embora o DM 

F1 continuasse superior em relação ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 43, 44 e 46). 

No 14° dia, houve aumento nos níveis de IGF no grupo N sham em relação 

ao 7° dia, apresentando-se diferente do N F1 (p=0,0001), enquanto que os grupos 

diabéticos mantiveram-se semelhantes ao 7° dia (p=0,0001) (Figuras 43, 44 e 46). 

No 21° dia, o grupo N F1 apresentou importante aumento de IGF, 

estatisticamente superior ao N sham (p=0,0001). Os grupos diabéticos apresentaram 
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redução nos níveis de IGF em relação ao 14° dia e mesmo assim o grupo DM F1 

manteve-se superior ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 43, 44 e 46). 

 

Figura 42 – Fotomicrografia das áreas ulceradas tratada topicamente com gel de CMC com (grupo F1) 

e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 

e 21 dias de seguimento, corada com tricrômio de Gomori. Destaca-se o nível de 

produção colagênica (coloração verde) em cada grupo e tempo de seguimento. 

 

 

 

N sham N F1 DM sham DM F1 
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Figura 43 – Quantificação da fibroplasia e colagênese (por histomorfometria), TGF-β1 e IGF (por imunoistoquímica) das úlceras dérmicas tratadas 

topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 

dias de seguimento. 
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Figura 44 – Evolução das variáveis fibroplasia, colagênese, TGF-β1 e IGF nas úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a 

proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 45 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para TGF-β1 das áreas ulceradas 

tratadas topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em 

animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 46 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para IGF das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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4.4.4 Marcadores da sinalização da insulina 

 

 

Para análise dos marcadores da sinalização da insulina foram realizadas 

marcações por imunoistoquímica de biópsias da úlcera. 

Quanto ao IRS no 2° dia, o grupo N sham apresentou marcação superior em 

relação ao N F1 (p=0,0005). Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 apresentou-se 

superior em relação ao DM sham (p=0,0001) (Figura 47). 

No 7° dia, o grupo N sham apresentou redução importante na marcação de 

IRS em relação ao 2° dia, apresentando-se inferior ao grupo N F1 (p=0.0001). Os 

diabéticos também apresentaram redução em relação ao 2° dia e mesmo assim o 

grupo DM F1 manteve-se superior em relação ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 47 a 

49). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou aumento na marcação de IRS em 

relação ao 7° dia, além de apresentar-se estatisticamente diferente em relação ao 

grupo N F1 (p=0,0025). Quanto aos diabéticos, o grupo DM F1 apresentou nível de 

IRS semelhante ao do 7° dia e superior ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 47 a 49). 

No 21° dia, o grupo N F1 aumentou seu nível de IRS assemelhando-se ao 

grupo N sham, quanto que ambos os grupos diabéticos apresentaram-se semelhante 

nível de IRS (p>0,05) (Figuras 47 a 49). 

Quanto ao AKT no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se inferior em relação ao 

grupo N sham (p=0,0001), enquanto que o grupo DM F1 apresentou-se inferior em 

relação ao DM sham (p=0,0402) (Figura 47). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram redução nos níveis 

de AKT (p>0,05) em relação ao 2° dia, e o grupo DM F1 manteve-se estatisticamente 

inferior ao grupo DM sham (p=0,0001) (Figuras 47, 48 e 50). 

No 14° dia, o grupo N sham apresentou importante aumento de AKT em 

relação ao 7° dia, apresentando-se superior ao N F1 (p=0,0001). Quanto aos 
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diabéticos, houve aumento importante de AKT no grupo DM F1, sem diferença 

estatística em relação ao DM sham (Figuras 47, 48 e 50). 

No 21° dia, houve redução importante nos níveis de AKT no grupo N sham 

em relação ao 14° dia, apresentando-se inferior ao N F1 (p=0,0140). O grupo DM F1 

voltou a diminuir seu nível de AKT, apresentando-se inferior ao DM sham (p=0,0005) 

(Figuras 47, 48 e 50). 

Quanto ao SHC no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se inferior ao N sham 

(p=0,0001) enquanto o grupo DM F1 apresentou superior nível de SHC em relação ao 

DM sham (p=0,0001) (Figura 47). 

No 7° dia, ambos os grupos não diabéticos apresentaram redução nos níveis 

de SHC em relação ao 2° dia, principalmente o grupo N sham, que se assemelhou 

com o grupo N F1 (p>0,05). Dentre os diabéticos, ambos os grupos também 

apresentaram redução de SHC, no entanto, o grupo DM F1 manteve-se superior em 

relação ao DM sham (p=0,0001) (Figuras 47, 48 e 51). 

No 14° dia, houve aumento nos níveis de SHC no grupo N F1 em relação ao 

7° dia, apresentando-se superior ao N sham (p=0,0025). Ambos os grupos diabéticos 

apresentaram importante aumento de SHC em relação ao 7° dia, sobretudo o grupo 

DM sham, assemelhando-se com o grupo DM F1 (p>0,05) (Figuras 47, 48 e 51). 

No 21° dia, houve redução importante dos níveis de SHC no grupo N sham 

em relação ao 14° dia, assemelhando-se com o grupo N F1 (p>0,05). O grupo DM F1 

reduziu os níveis de SHC em relação ao 14° dia, apresentando-se estatisticamente 

inferior ao DM sham (p=0,0331) (Figuras 47, 48 e 51). 

Quanto ao ERK no 2° dia, o grupo N F1 apresentou-se inferior ao grupo N 

sham (p=0,0001), enquanto que o grupo DM F1 apresentou-se superior em relação 

ao DM sham (p=0,0001) (Figura 47). 

No 7° dia, o grupo N F1 apresentou importante aumento nos níveis de ERK 

ao passo que o grupo N sham apresentou importante diminuição, havendo uma 

inversão dos níveis destes grupos em relação ao 2° dia (p=0,0001). Quanto aos 
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diabéticos, houve aumento nos níveis de ERK de ambos os grupos, e o DM F1 

apresentou-se superior em relação ao DM sham (p=0,0017) (Figuras 47, 48 e 52). 

No 14° dia, o grupo N sham voltou a aumentar o nível de ERK e o grupo N F1 

voltou a diminuir, retornando ao perfil semelhante ao 2° dia, com o grupo N sham 

apresentando superior nível de ERK em relação ao N F1 (p=0,0016). Já em relação aos 

diabéticos, o DM F1 apresentou importante aumento em relação ao 7° dia, 

diferenciando estatisticamente do grupo DM sham (p=0,0001) (Figuras 47, 48 e 52). 

No 21° dia, os grupos não diabéticos mantiveram semelhantes os níveis de 

ERK em relação ao 14° dia (p=0,0330), enquanto ambos os grupos diabéticos 

apresentaram importante redução, sobretudo o grupo DM F1, assemelhando-se do 

DM sham (p>0,05) (Figuras 47, 48 e 52). 
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Figura 47 – Quantificação das proteínas IRS, AKT, SHC e ERK (por imunoistoquímica) das úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com 

(grupo F1) e sem a proteína F1 (sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 48 – Evolução das proteínas IRS, AKT, SHC e ERK nas úlceras dérmicas tratadas topicamente com gel de CMC com (grupo F1) e sem a proteína F1 

(sham) em animais diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 49 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para IRS das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 50 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para AKT das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 51 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para SHC das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 
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Figura 52 – Fotomicrografia de marcação imunoistoquímica para ERK das áreas ulceradas tratadas 

topicamente com gel de CMC com a proteína F1 (grupo F1) e sem (sham) em animais 

diabéticos (DM) e não diabéticos (N), por 2, 7, 14 e 21 dias de seguimento. 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

Discussão  . 
 

“Escrever é fácil: você começa com uma  
letra maiúscula e termina com um ponto final. 

No meio você coloca as idéias.” 
_ Pablo Neruda 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Úlceras cutâneas constituem um importante problema de saúde pública que 

afeta milhões de pacientes em todo o mundo. A situação agrava-se quando estas 

úlceras não cicatrizam de forma e tempo esperados, levando à sua cronicidade. 

Estima-se que em torno de seis milhões de pessoas sofram de desordens na 

cicatrização de úlceras (RANZATO; MARTINOTTI; BURLANDO, 2011). 

O processo de cicatrização é extremamente complexo e caracterizado por 

uma série progressiva de eventos celulares, moleculares e bioquímicos com o 

objetivo de restaurar a integridade mecânica e função barreira da pele (SCHULTZ et 

al., 2011). 

Estudos para a melhor compreensão das fases do processo cicatricial, assim 

como, a busca por alternativas para o tratamento dos pacientes são constantes e 

incessantes. Muitos produtos naturais são conhecidos por apresentar propriedades 

cicatrizantes, baseadas no conhecimento popular e evidências científicas (RANZATO; 

MARTINOTTI; BURLANDO, 2011). 

Dentre esses produtos naturais destaca-se o látex da seringueira Hevea 

brasiliensis utilizada por Frade, et al., 2004 como curativo de úlceras de indivíduos 

com diabetes associadas à comorbidades e complicações. A biomembrana de látex 

natural da seringueira Hevea brasiliensis atuou nas fases da cicatrização, removendo 

tecido necrótico (desbridamento), estimulando a proliferação e granulação tecidual 

(angiogênese) e também a reepitelização, diferente dos achados de Frade (2003) e 

Frade et al. (2005) em pacientes não diabéticos, o qual não foi constatada 

clinicamente a reepitelização total da úlcera. 

Com isso, tornou-se importante o estudo do real mecanismo de ação do 

látex (F1) em úlceras de ratos induzidos ao diabetes, estudo das modificações 

teciduais a partir da análise imunoistopatológica, citotoxicidade do látex em cultura 
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de fibroblastos NHI-3T3 e queratinócitos humanos e finalmente o estudo do estresse 

celular e do sistema de defesas antioxidantes. 

Estudos de Mendonça, 2004 e 2010, sobre atividade cicatrizante em úlceras 

dérmicas confeccionadas em orelhas de coelhos tratadas com diferentes 

concentrações de F1, confirmaram ser a concentração de 0,01% de F1 a mais eficiente 

em estimular o fechamento da úlcera em menor tempo. 

Para avaliar a citotoxicidade, diferentes concentrações da proteína F1 (50,0; 

25,0; 10,0; 5,0 e 2,5 μg/mL) foram usadas em cultura de fibroblastos NHI-3T3 e 

queratinócitos humanos (ambos por 24 horas). Dentre as concentrações da proteína 

F1 testadas a concentração de 10,0 μg/mL (0,01%) correspondeu a que foi veiculada 

no gel de carboximetil-celulose 4% para aplicação tópica nas úlceras dos animais. 

Os fibroblastos em cultura por 24 horas com as diferentes concentrações da 

proteína F1 (especificamente a de 10,0 μg/mL) apresentaram baixa citotoxicidade 

(menor que 8%) além de apresentarem semelhantes entre si. A concentração de 10,0 

μg/mL apresentou 6,8% de citotoxicidade, diferente do controle negativo com 95,1% 

de citotoxicidade. 

Quando em cultura de queratinócitos por 24 horas todas as concentrações 

de F1 testadas apresentaram-se semelhantes entre si, apesar de mais citotóxicas (de 

64,2% à 71,1%) que quando em cultura com fibroblastos. A concentração de 10,0 

μg/mL apresentou 67,9% de citotoxicidade, diferente do controle negativo com 

94,5% de citotoxicidade. 

Lönnroth (2005) realizou o método MTT em estudos de citotoxicidade de um 

extrato de luva de látex em cultura de fibroblastos L929 por 4 horas. Foi considerado 

a citotoxicidade baseando-se na viabilidade celular do controle positivo e classificou 

como: citotoxicidade severa (viabilidade 30% menor que a do controle positivo), 

moderada (viabilidade de 30% a 60% em relação a do controle positivo), leve 

(viabilidade de 60% a 90%) e sem citotoxicidade (maior que 90% de viabilidade). Os 

resultados apontaram citotoxicidade severa do extrato testado. 
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Assim, considerando o percentual de viabilidade proposto por Lönnroth 

(2005), a fração F1 mostrou-se sem citotoxicidade quando em culturas de 

fibroblastos, porem apresentou citotoxicidade moderada quando em culturas de 

queratinócitos, provavelmente relacionada a não padronização do teste de 

citotoxicidade a partir de células de culturas primárias como queratinócitos, diferente 

das células imortalizadas como fibroblastos 3T3. 

Oliveira et al. (2007) avaliaram a atividade citotóxica de 10 µg/mL de 

proteínas laticíferas do látex da planta medicinal Calotropis procera em células 

mononucleares saudáveis do sangue periférico (PBMC). De 24 à 72 horas em cultura 

não houve algum efeito visíveis sobre a viabilidade ou morfologia celular. No 

entanto, aumentando a concentração para 25 µg/mL o número e morfologia das 

PBMC foram alterados com 48 horas de cultura. Adicionalmente, Choedon (2006) 

avaliaram que o Calotrops procera mostrou-se importante na terapia anti-cancer por 

apresentar citotoxicidade às células cancerígenas sem alterar a via regular da 

apoptose. Esses achados diferem em relação aos encontrados no teste de 

citotoxicidade da proteína F1 da seringueira Hevea brasiliensis, confirmando maior 

segurança de seu uso no leito de úlceras e como estimulador da cicatrização. 

Diante da segurança comprovada da proteína F1, aliada às constatações 

clínicas de melhor reepitelização nos pacientes com diabetes, a avaliação de sua 

eficácia na cicatrização no modelo experimental de diabetes se mostrou 

indispensável no esclarecimento do seu real mecanismo de ação. 

O modelo de diabetes por streptozotocina (45 mg/Kg) em ratos demonstrou-

se eficaz 15 dias após a injeção, tanto clinicamente (poliúria e polidipsia) quanto 

pelas glicemias inicial e final elevadas (425,7 mg/dL / 441,19 mg/dL) diferente dos 

animais não diabéticos (118 mg/dL/ 125,42 mg/dL). 

Apikoglu-Rabus et al. (2009) em seu estudo com ratos Sprague-Dawley 

obtiveram ratos diabéticos que se apresentaram emagrecidos frente aos não 

diabéticos. No presente estudo com ratos Wistar diabéticos, pouca diferença no peso 

corporal foi encontrada. Entretanto, o estado hiperglicêmico dos animais foi 
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fundamental para o estabelecimento do diabetes o qual foi garantido ate o final do 

experimento, assim como o estado normoglicêmico dos não diabéticos. 

Além da glicemia, diferenças importantes foram constatadas na pele dos 

animais diabéticos quando comparadas à pele dos não diabéticos, como maior 

quantidade de células inflamatórias, maior expressão de oncostatina M e seu 

receptor, maior produção de oxido nítrico (NO) e lipoperóxidos de membranas, 

dosados por quimiluminescência, embora com menor expressão de iNOS, baixa 

quantidade de MDA, FOX e GSH, além de níveis de MPO e TRAP semelhantes aos dos 

animais não diabéticos. 

Cabe ressaltar o fato da quantidade de proteínas totais nos animais 

diabéticos ser estatisticamente superior em relação à dos não diabéticos (p=0,0045) 

estar diretamente relacionada ao maior influxo de células inflamatórias na pele 

diabética, sobretudo neutrófilos, o que também se relaciona à maior quantidade de 

OSM e OSMR-β nos animais diabéticos. 

Foi evidenciada importante ação da OSM no recrutamento de infiltrado de 

neutrófilos (GOREN et al., 2006). Adicionalmente, o microambiente na pele do animal 

diabético com quadros de hiperglicemia e resistência insulínica permite maior influxo 

de neutrófilos além de estimular a produção de ROS e RNS pelas membranas 

celulares. Os neutrófilos recrutados são estimulados, seguido da ativação do sistema 

NAD(P)H oxidase, gerando uma série de espécies reativas (GUARATINI et al., 2007). 

Neste contexto, a quantidade de NO produzida juntamente com o nível de 

lipoperoxidação nas membranas celulares apontam nível importante de produção de 

ROS e RNS pelos neutrófilos na a pele dos animais diabéticos, apesar dos níveis 

mínimos de iNOS e a quantidade de MPO semelhante aos animais não diabéticos. 

Estudos apontam que os níveis de peroxidação lipídica estão elevados em 

indivíduos com DM1 e DM2. Altos níveis de superoxido foram encontrados no 

plasma de camundongos diabéticos induzidos por STZ em relação ao camundongo 

controle (MATSUMOTO et al., 2003). Por outro lado, nível de GSH, GPx e catalase 
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estava diminuída em eritrócitos ou plasma de DM1 e DM2 (DAVE; KALIA 2007), o que 

corrobora com os resultados dos animais diabéticos em relação aos não diabéticos. 

Significativamente, os animais diabéticos apresentaram menor quantidade de 

vasos sanguíneos na pele comparado aos não diabéticos, sugerindo haver influência 

significativa da patologia do diabetes na quantidade de vasos sanguíneos da pele. 

Adicionalmente, essas diferenças pareceram se relacionar às expressões de VEGF e 

eNOS na pele. 

Várias são as mudanças que o diabetes pode causar na modulação da 

angiogênese. Mudanças no rolamento de neutrófilos ou na própria função do 

macrófago como fagocitose, bust respiratório, produção e liberação de citocinas e 

metabólitos do ácido araquidônico (COSTA PINTO et al., 2002). 

A deficiência na microcirculação ocorre precocemente no diabetes. Essa 

anormalidade inclui redução do tamanho do capilar, espessamento da membrana 

basal, que interfere com mudança fisiológica e altera a migração do leucócito 

(contribuindo para infecção), diminuição da hiperemia e capacidade auto regulatória 

anormal. Função endotelial prejudicada pode envolver uma redução da eNOS 

(FALANGA, 2005). 

A quantidade de fibroblastos existente na pele dos animais diabéticos foi 

levemente mais elevada à existente na pele dos não diabéticos, semelhante ao 

observado quanto à percentagem de colágeno nas secções histológicas coradas com 

tricrômio de Gomori, porém ambos sem diferença estatística. No entanto, essas 

diferenças parecem não estar relacionadas à expressão de TGF-β1 cuja expressão foi 

menor nos animais diabéticos. Quanto ao IGF, notou-se primeiramente, níveis 

bastante reduzidos em ambos os grupos diabéticos e não diabéticos, além de se 

apresentarem semelhantes entre si. 

Células residentes em úlceras diabéticas são fenotipicamente alteradas. 

Alguns estudos apontam que fibroblastos isolados de úlceras de pessoas diabéticas 

são praticamente senescentes e apresentam uma diminuição na resposta proliferativa 

e produção de fatores de crescimento. Estudos semelhantes em outros tipos de 
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úlceras crônicas estão em acordo com esses achados tendo mostrado redução da 

resposta ao TGF-β, PDGF e outras citocinas (FALANGA, 2005). 

Por fim, quanto aos marcadores da cascata da insulina, todos os quatro 

testados (IRS, AKT, SHC, ERK) apresentaram níveis superiores nos animais não 

diabéticos, estatisticamente diferentes dos animais diabéticos. Esses achados 

corroboram com o mecanismo de sinalização do diabetes, ou seja, na falta da 

insulina (diabetes tipo 1) essas vias de sinalização não são expressas como nos 

animais não diabéticos. 

Sabe-se que um camundongo knock-out para IRS-1 desenvolve resistência 

insulínica mas não se torna diabéticos presumivelmente devido à compensação das 

células β-pancreáticas (PESSIN et al., 2000). 

Na avaliação da eficácia da fração F1 do látex na cicatrização das úlceras 

cutâneas, foi observado que os grupos tratados com F1 (N F1 e DM F1) apresentaram 

infiltrado inflamatório maior que nos grupos sham (N sham e DM sham, 

respectivamente), no 2° e 7° dias. Da mesma forma pode-se observar que os grupos 

diabéticos (DM sham e DM F1) apresentaram maior infiltrado inflamatório que os 

grupos não diabéticos (N sham e N F1), no 2° e 7° dias, o que corrobora aos achados 

do estudo sobre a pele do rato diabético sem tratamento. No entanto, a maior 

quantidade de infiltrado inflamatório no grupo DM F1 certamente foi relacionada à 

associação entre o efeito do diabetes e da proteína F1 no recrutamento de células 

inflamatórias para o local da úlcera. 

Os dias iniciais do processo cicatricial (2° e 7° dias) representam a fase 

inflamatória da cicatrização, com recrutamento de células inflamatórias, 

desbridamento, fagocitose de células senescentes (neutrófilos), formação do tecido 

de granulação (angiogênese) e produção de citocinas e fatores de crescimento que 

estimulam as fases subsequentes (14° e 21° dias) pró-fibrótica e de remodelagem, 

com consequente diminuição (regulação) das células inflamatórias no sítio lesado. 

Nesta fase acontecerá a proliferação de fibroblastos, produção de colágeno, 
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transformação da matriz extracelular provisional em matriz definitiva de colágeno, e a 

total reepitelização (SCHULTZ et al., 2011). 

Em todos os grupos foi observada importante regulação das células 

inflamatórias para o local da úlcera no 14° e 21° dias, sendo mais evidente no grupo 

N sham. A fase inicial da cicatrização (2° dia) compete principalmente ao infiltrado 

neutrofílico. À partir deste momento, começam a ser recrutados maiores quantidades 

de macrófagos a fim de darem continuidade à atividade desbridante iniciada pelos 

neutrófilos (SCHULTZ et al., 2011). 

No estudo, o infiltrado inflamatório no 2º dia de cicatrização das úlceras dos 

diferentes grupos parece ser essencialmente neutrofílico principalmente na presença 

da biomembrana de látex, fato demonstrado por Andrade et al. (2011). 

À análise por citometria de fluxo, observou-se que o grupo DM F1 

apresentou o mesmo perfil de evolução que o grupo N Sham em todos os dias de 

seguimento quanto aos percentuais de linfócitos CD4+ e CD8+ e consequente relação 

CD4+/CD8+, além dos macrófagos (CD11b+). Exceção feita apenas para as células 

CD8+ no segundo dia de avaliação, quando o grupo DM F1 apresentou maior 

percentual de células CD8+ em relação aos demais. Esses achados indicam uma 

provável interação entre a proteína F1 do látex e as alterações celulares/teciduais 

envolvidas no processo de cicatrização das úlceras quando associadas ao diabetes 

mellitus igualando-se ao mesmo processo ocorrido na cicatrização do grupo N sham. 

A análise de proteínas totais relaciona-se em grande parte com o infiltrado 

inflamatório exacerbado, sobretudo no grupo DM F1, até o 7° dia, Após este tempo 

de seguimento, outras proteínas estariam envolvidas, como por exemplo o colágeno. 

Quanto à análise de iNOS, determinada por imunoistoquímica, percebeu-se 

que a proteína F1 em animais diabéticos no 2°, 7° e 14° dias, produziu intensa 

inflamação com níveis superiores de iNOS em relação a ambos os DM sham. No 

entanto, este perfil reduz bastante no 21° dia. Adicionalmente, percebeu-se que o 

grupo N sham também acompanha o grupo DM F1 quanto ao nível de iNOS durante 

o seguimento (exceto no 7° dia), embora em níveis inferiores ao DM F1 (até o 7° dia). 
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Esse perfil é concordante ao observado quanto à celularidade do infiltrado 

inflamatório acima descrito. 

Semelhante fenômeno inflamatório foi constatado com a expressão de 

oncostatina M (OSM) e seu receptor OSMR-β no 2° ao 14º dias com grupo DM F1 

estatisticamente superior em relação ao grupo DM sham, e consequente diminuição 

somente no 21° dia. Diferentemente, na expressão de OSM no grupo DM F1 se 

apresentou diferente ao N sham somente no 7° e 21° dias. 

Goren et al. (2006) evidenciaram uma relação entre a OSM e o infiltrado de 

PMN em úlceras agudas. Além disso, demonstraram a participação de uma leptina 

que melhorou a cicatrização de úlceras em indivíduos diabéticos crônicos e foi 

associada com a baixa quantidade de PMN e expressão da OSM na úlcera. Assim, 

este estudo forneceu evidências de que a expressão desregulada da OSM é 

funcionalmente relacionada à infiltração PMN na lesão e associada à dificuldade 

cicatricial das feridas em condições cronicamente inflamadas (GOREN et al., 2003). 

Neste contexto, a expressão de OSM certamente seria um dos fatores que 

explicariam o desempenho evidente do látex (F1) na cicatrização quando associado 

com o diabetes. 

Mais uma vez pode-se afirmar que a proteína F1 associada ao diabetes 

aumentou consideravelmente a resposta inflamatória nos dias iniciais da cicatrização 

(2° e 7° dias) apresentando um importante controle da resposta inflamatória nos dias 

subsequentes do processo cicatricial (14° e 21° dias). 

Quanto aos animais não diabéticos, foi observado no 2° e 7° dias que o F1 foi 

capaz de aumentar o recrutamento de células inflamatórias para o local da úlcera, 

apesar da baixa expressão de iNOS e OSM. No entanto, não foi observado o aumento 

da expressão de iNOS, a qual permaneceu inferior a do grupo N sham até o 21° dia. 

Quanto ao receptor de OSM (OSMR-β), sua expressão foi bastante semelhante ao de 

OSM, podendo afirmar que os efeitos de F1 e do diabetes na fase inflamatória como 

um todo, principalmente para a OSM, também interfere diretamente na expressão de 

seu receptor, OSMR-β. 



                                                                                                                            Discussão  |  160 

Quanto aos marcadores de estresse celular durante o processo de 

cicatrização, o grupo DM F1, semelhante ao DM sham, apresentou níveis superiores 

de NO até o 7° dia. Este perfil também está de acordo com a fase inflamatória bem 

como com os níveis de iNOS. Quanto ao grupo N F1, os níveis foram semelhantes e 

inferiores ao grupo N sham até o 14° dia. Este perfil também relaciona-se com a fase 

inflamatória e os níveis de iNOS. 

A MPO está presente principalmente em neutrófilos (um monócitos contém 

1/3 de toda MPO encontrada nos neutrófilos) e por isso indica também o nível de 

infiltrado neutrofílico na lesão, além de produzir ROS e RNS para eliminação ou 

inativação do patógeno durante fagocitose pelo neutrófilo. 

Pela análise da MPO, percebeu-se que o grupo N F1 foi capaz de recrutar 

mais neutrófilos para o local da úlcera diferente do DM F1. Sendo assim, pode-se 

perceber que a proteína F1 em ratos não diabéticos permite o recrutamento de 

neutrófilos para o leito da úlcera e, consequentemente, produção de ROS / RNS para 

atuação do processo cicatricial em si. Sendo assim, nos animais não diabéticos há 

altos níveis de MPO, maiores ainda nos associados com F1. 

No caso dos animais diabéticos, a própria fisiopatologia do diabetes, como a 

hiperglicemia e resistência insulínica, permite o recrutamento de neutrófilos e o 

estresse oxidativo mais exacerbado. Ou seja, a importante produção de ROS e RNS 

pelo diabetes, favorecendo a cicatrização com F1. 

O malondialdeído (MDA) é produto da peroxidação lipídica que foi 

encontrado em níveis significativamente altos na cicatrização de úlceras debilitadas 

de ratos tratados com hidrocortisona comparados com os animais controle (GUPTA 

et al., 2002). Surpreendentemente, entretanto, nenhuma diferença no nível de MDA 

foi encontrada entre o fluido de úlceras humanas agudas e crônicas (MOSELEY et al., 

2004). A peroxidação dos ácidos graxos essenciais (primeiramente o ácido 

araquidônico) resulta na formação de isoprostanos, que são molecularmente 

semelhante às prostaglandinas. O grande aumento da concentração do 8-

isoprostano foi encontrado no fluido de úlceras venosas crônicas em comparação 
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com o fluido de úlceras agudas em humanos (YEOH-ELLERTON; STACEY, 2003). Este 

achado mostra a evidência do estresse celular em úlceras crônicas, resultando na 

persistência do denso infiltrado inflamatório (WLASCHEK; SCHARFFETTER-

KOCHANEK, 2005). 

Neste sentido, observou-se que o grupo N sham se destaca por apresentar 

níveis elevados de MDA e FOX em comparação aos demais grupos durante todo o 

seguimento. Esses fatores relacionados ao grupo DM F1 se assemelhando ao grupo 

N sham durante o seguimento se repete quanto ao infiltrado inflamatório, CD11b+, 

CD4+, CD8+, iNOs, OSM, OSMR-β, NO, MPO, lipoperóxidos de membranas. 

Quanto ao estudo da atividade antioxidante por meio do GSH, a F1 associada 

com o diabetes produziu nível estatisticamente superior em relação ao DM sham já 

no 2° dia, estando similar ao grupo DM sham no 7° dia e a partir do 14° dia menor 

em relação ao DM sham. Sendo assim, a proteína F1 nos animais diabéticos pareceu 

aumentar consideravelmente as defesas antioxidantes já no 2° dia, momento em que 

houve superior recrutamento de células inflamatórias (principalmente células CD4+ e 

CD8+), superior produção de iNOS, NO, lipoperóxidos de membranas, OSM e OSMR-

β em relação ao grupo DM sham. No entanto, certamente pode ter sido este excesso 

de GSH no grupo DM F1 já no 2° dia que impediu o aumento de FOX no 7° dia, 

embora não tenha conseguido impedir no 2° dia (DM F1 com níveis de GSH 

estatisticamente superiores aos de DM sham). 

A proteína F1 nos animais diabéticos apresentou nível de GSH inferiores aos 

do grupo DM sham no 14° e no 21° dias, o que se assemelhou ao perfil de FOX. Em 

relação ao MDA, a única diferença foi que o grupo DM F1 no 7° e 14° dias igualou-se 

ao nível de DM sham. Sendo assim, pode-se notar que a proteína F1 associada ao 

diabetes foi importante nas defesas antioxidantes e controle do estresse celular com 

redução dos níveis de MDA e FOX a partir do 2° dia. 

Devido ao fato de os diabéticos apresentarem hiperglicemia e resistência 

insulínica, issa causa o aumento da produção de ROS em animais diabéticos que foi 

normalizada pela administração de SOD (REIS et al., 2008). Esses achados confirmam 
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a associação de diabetes e estresse oxidativo, entretanto, a importância do estresse 

oxidativo para o diabetes permanece incerta (SHEN, 2010). 

Em relação aos animais não diabéticos no 2° dia, o grupo N F1 apresentou 

níveis de FOX e MDA inferiores em relação ao N sham, estendendo-se neste perfil até 

o 21° dia em níveis proporcionalmente maiores. Esse fato parece confirmar o efeito 

da proteína F1 como estimuladora das defesas antioxidantes até mesmo nos animais 

não diabéticos, muito provavelmente reduzindo os níveis de FOX e MDA em relação 

ao N sham durante todos os dias de seguimento. 

Adicionalmente, os dados do estudo das diferenças da pele entre animais 

diabéticos e nãos diabéticos, demonstram níveis estatisticamente inferiores de GSH 

nos animais diabéticos em relação aos não diabéticos. No entanto, a proteína F1 no 

tratamento das úlceras diabéticas parece proporcionar melhor eficiência no 

reconhecimento da GSH e sua atividade antioxidante com consequente diminuição 

dos níveis de MDA e FOX em relação aos grupos N sham e DM sham, por isso, a sua 

baixa expressão em relação demais. 

A respeito da angiogênese, o fenômeno de menor número de vasos 

encontrado na pele sem tratamento dos animais diabéticos se inverteu 

significantemente apenas na avaliação cicatricial do 2º dia, o que pode estar 

relacionado à resposta inflamatória exagerada nesses animais como visto no maior 

infiltrado de células inflamatórias (CD11b+, CD4+ e CD8+) para o local da úlcera já no 

2° dia, fenômeno corroborado pelos achados de Andrade et al. (2011) em relação aos 

implantes da biomembrana de látex. Essas células inflamatórias certamente atuaram 

intensamente na produção de citocinas e fatores de crescimento, evidentemente 

favorecendo as fases subsequentes da cicatrização como também proposto por 

Imamura et al. (2004). No entanto, as características iniciais de menor número de 

vasos dentre os diabéticos se estabelece durante todo o restante do seguimento, 

exceto quando associada ao tratamento com F1 na avaliação do 14º dia quando foi 

observada evolução ascendente semelhante ao grupo N sham. Apenas no 21º dia 



                                                                                                                            Discussão  |  163 

pareceu prevalecer as características do diabetes com diminuição importante do 

número de vasos. 

O elevado e persistente nível de angiogênese no grupo N sham a partir do 7° 

dia parece estar relacionado ao intenso estresse celular encontrado nesse também a 

partir do 7° dia com altos níveis de MDA e FOX, além dos altos níveis de GSH. 

A proteína F1 reduziu levemente a expressão de VEGF do 2º ao 14º dia de 

tratamento das úlceras diabéticas (DM F1), enquanto no tratamento das não 

diabéticas (N F1) a expressão de VEGF foi significativamente menor nesse período. 

Isso parece estar relacionado diretamente ao elevado infiltrado inflamatório 

encontrado no grupo DM F1 durante o mesmo período, diferente significativamente 

dos demais grupos. Seguimento semelhante ao VEGF também foi observado quanto 

à expressão da enzima eNOS do 2º ao 14º dia, diferenciando-se apenas no 21º dia 

quando houve manutenção de VEGF e de eNOS. 

Além das enzimas relacionadas à produção de NO, outro dado importante foi 

a detecção direta de NO tecidual por quimiluminescência, a qual foi pronunciada no 

grupo DM F1 do 2º ao 14º dia, superior ao N sham, fenômeno que também se 

inverteu significativamente no 21º dia  de seguimento. 

O fenômeno angiogênico, tanto pelo número de vasos quanto pela 

expressão de VEGF, assemelhou-se no 21º dia o que pode estar relacionado 

diretamente a melhor reepitelização das úlceras cutâneas. A expressão de VEGF tem 

implicação direta na permeabilidade vascular e manutenção da umidade do leito 

ulcerado o que poderia influenciar negativamente na reepitelização, tendo em 

(BATES et al., 2003). 

O estudo da reepitelização, analisada pelo seguimento dos índices de 

cicatrização (ICU), mostrou que o grupo N sham teve suas úlceras mais reepitelizadas 

que as do grupo N F1 no 2° dia, cujas úlceras tiveram suas áreas aumentadas. 

proteína F1 quando aplicada nas úlceras dos animais diabéticos (DM F1) houve 

cicatrização semelhante ao grupo N sham no 2º dia de avaliação. Esse perfil 

estendeu-se ao 7° dia, no qual o grupo N sham apresentou índice de cicatrização 
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superior em relação ao grupo N F1. A partir do 14° dia, não houve mais diferença 

estatística entre os grupos em questão, embora o grupo N sham ainda continuava a 

ter reepitelização mais evidente que o grupo N F1. 

No entanto, quando F1 foi aplicada nas úlceras dos animais diabéticos (DM 

F1), essa promoveu melhor cicatrização que as do seu grupo sham (DM sham) e 

principalmente melhor que as do grupo N F1 durante todo o seguimento. 

Provavelmente, esse perfil cicatrizante da proteína F1 quando associada ao DM esteja 

relacionado ao importante infiltrado inflamatório recrutado para o leito destas 

úlceras, aumento na produção de OSM, OSMR-β, VEGF, IGF, iNOS e eNOS com 

consequente aumento de oxido nítrico (NO), aliado ao baixo estímulo do estresse 

celular pelos baixos níveis de lipoperóxidos de membranas, MDA e FOX, seguidos de 

nível importante de GSH e TRAP em relação ao DM sham no 2° dia, fatores que 

parecem interferir positivamente na velocidade de cicatrização das úlceras dos 

animais do grupo DM F1. 

A análise histomorfométrica da fibroplasia demonstrou uma tendência 

fibrogênica relacionada ao diabetes mellitus, no entanto, paradoxalmente, a doença 

inibiu significativamente a colagênese. A proteína F1, quando aplicada às úlceras dos 

animais diabéticos (DM F1), promoveu intenso recrutamento e proliferação de 

fibroblastos para o local da úlcera, maior que nos não diabéticos (N F1), além de 

amplificar significativamente a produção colagênica. 

Quanto ao TGF-β1, determinado por imunoistoquímica, novamente se 

assemelham os grupos DM F1 e N sham no 2° e 14° dias. O grupo DM F1 apresentou 

superior nível de TGF-β1 em relação ao DM sham até o 14° dia. Notou-se também, 

expressão reduzida dentro os grupos não diabéticos. 

Correlacionando a expressão de TGF-β1, fibroplasia e colagênese, foi 

observado que dentre os grupos não diabéticos foi observado que no grupo sham 

houve alta expressão de TGF-β1 e baixa fibroplasia com alta colagênese em sua 

úlceras, no entanto, quando tratadas com F1, houve aumento da expressão de TGF-

β1 com consequente aumento do estímulo à fibroplasia, seguida da baixa da 
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colagênese. Esses achados corroboram aos publicados por Andrade et al. (2011), no 

qual os autores relatam não haver relação da expressão de TGF-β1 com a colagênese 

e fibroplasia desencadeadas pelos implantes de biomembrana de látex em 

camundongos, estando esses fenômenos mais relacionados com o estimulo 

inflamatório que à expressão de TGF-β1 segundo Sisco (2007) e Imamura et al. 

(2004). 

Nos grupos diabéticos houve elevada expressão de TGF-β1 com alta 

fibroplasia e pobre colagênese. Entretanto, quando as úlceras foram tratadas com F1 

(DM F1), observou-se diminuição significante de TGF-β1 com elevada fibroplasia e 

colagênese, dados que sugerem provável influência da proteína F1 no estado 

diabético das úlceras durante a cicatrização observada no grupo DM F1. Essas 

modificações parecem se relacionar diretamente a mais rápida e melhor qualidade da 

cicatrização das úlceras dos animais diabéticos frente à proteína F1, diferente dos 

indivíduos não diabéticos, o que é concordante às observações clínicas de Frade et al. 

(2004). 

A proteína F1 aumentou a expressão de IGF nas úlceras dos animais 

diabéticos (DM F1) durante o seguimento, exceto no 21º dia, tendo um desempenho 

também semelhante ao encontrado no grupo N sham. Cabe ressaltar que a 

expressão de IGF foi similar à expressão de TGF-β1 dentre os grupos DM F1 e N 

sham, o que pode ter relação direta com a colagênese e fibroplasia. 

Quanto às proteínas da sinalização da insulina, pode-se notar que as 4 

possuem perfis bastante semelhantes, além da detecção bastante reduzida de IRS em 

todos os grupos, principalmente no N F1 e DM sham em todos os dias de 

seguimento. Mais uma vez o grupo DM F1 assemelha-se ao N sham em todos os 

tempos de seguimento. 

Quanto ao AKT o grupo N F1 destacou-se com nível inferior em todos os 

tempos de seguimento, ao passo que o grupo DM F1 destacou-se superior em todos 

os tempos de seguimento, exceto no 21° dia. Já o grupo N sham apresentou nível 

superior no 2° dia e em seguida se assemelhou a este perfil no 14° dia. 
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Quanto ao SHC, DM F1 apresentou-se semelhante ao N sham, enquanto que 

o DM F1 manteve-se superior aos demais grupos, que reduziram consideravelmente. 

Por fim, todos se igualaram o nível de SHC no 21° dia. 

Quanto ao ERK, apresentou perfil bastante semelhante ao do IRS no 2° dia. O 

grupo DM F1 apresentou aumento gradativo até o 14° dia, reduzindo 

consideravelmente no 21° dia, diferente do DM sham, semelhante ao N F1, que teve 

poucas variações dentre os dias. Já o N sham iniciou o 2° dia superior à todos os 

grupos, reduziu no 7° e voltou a aumentar no 7° dia de seguimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

Conclusões  . 
 

"É graça divina começar bem. Graça maior persistir na caminhada certa. 
Mas a graça das graças é não desistir nunca." 

_ Hélder Câmara 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 A proteína F1 do látex da seringueira Hevea brasiliensis apresentou-se atóxica 

frente aos fibroblastos NHI-3T3 e queratinócitos humanos, oferecendo maior 

segurança a ser utilizada no leito de úlceras; 

 

MODIFICAÇÕES TECIDUAIS NA PELE (SEM TRATAMENTO): 

  Os animais diabéticos apresentaram maior recrutamento de células 

inflamatórias; 

  Maior dano oxidativo com níveis baixos de GSH; 

  Menor quantidade de vasos; 

  Não diminuiu a quantidade de fibroblastos nem de colágeno (apesar da 

expressão diminuída de TGF-β1); 

  Houve redução importante dos sinalizadores intracelulares da insulina. 

 

 

MODIFICAÇÕES TECIDUAIS NAS ÚLCERAS TRATADAS E NÃO TRATADAS COM 

F1 EM ANIMAIS DIABÉTICOS E NÃO DIABÉTICOS: 

 

 Os efeitos da F1 no recrutamento de células inflamatórias para o local da 

úlcera pareceram se somar aos efeitos do diabetes, assemelhando-se à 

cicatrização normal (N sham); 

 

 A maior expressão de OSM e OSMR-β relaciona-se com maior recrutamento 

de células inflamatórias, aumentando o estresse oxidativo com superior 

produção de NO e iNOS até o 14° dia; 
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 F1 parece apresentar leve atividade antioxidante quando associada ao 

diabetes além de modular o estresse celular a ser semelhante ao de um 

processo cicatricial sem comprometimentos patológicos; 

 

 F1 associada ao diabetes atua ativamente no aumento da expressão de VEGF e 

eNOS influenciando na formação do tecido de granulação mais evidente e 

potencializando a reepitelização. 

 

 Enfim, o maior recrutamento de células inflamatórias, o maior estímulo à 

produção de citocinas e fatores de crescimento, o estresse oxidativo 

desencadeado até o 14° dia e o importante estímulo à fibroplasia e colagênese 

bem como a importante ativação da sinalização da insulina, outrora diminuída 

nos diabéticos, foram fatores essenciais que permitiram a total reepitelização 

das úlceras cutâneas tratadas com F1 nos ratos diabéticos. 
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Anexos  . 

 
"É graça divina começar bem. Graça maior persistir na caminhada certa. 

Mas a graça das graças é não desistir nunca." 
_ Hélder Câmara 
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ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 

 


