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RESUMO

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune quiam la carboidratos, podendo aglutinar
células e glicoconjugados. Algumas dessas lectomasp as obtidas de leguminosas da tribo
Diocleinae possuem atividade farmacolégica, a exe@Canavalia brasiliensigConBr) a
qual exibe especificidade de ligacdo D-manose/BEegk. O objetivo desse estudo foi
determinar o perfil de proteases e avaliar clieidastopalogicamente o efeito do tratamento
topico de feridas cutaneas com a ConBr livre eugaga com o seu agucar especifico. Para
isso, lesBes cirdrgicas foram produzidas na redidsal de camundongos, divididos em
grupos, de acordo com o tratamento que se segud: (180mMM), manose (0,1M), ConBr
(10ug) e ConBr/manose (1§ em solucéo fisiologioca com manose 0,1M). O peldis
proteinas realizado através de eletroforese SDSHPé&nonstrou a presenca de proteinas
com peso molecular compreendidos na faixa de 30 &DO&m, sugerindo a presenca de
metaloproteinases nos homogenatos obtidos a padilesdes cutaneas. No 2° dia de poés-
operatorio (P.O.), o grupo ConBr/Manose foi 0 gpeesentou a maior atividade proteolitica,
no 7° dia de P.O., a maior atividade foi observaagrupos ConBr e NaCl, finalmente, no
12° dia de P.O. a maior atividade proteoliticadbservada no grupo ConBr/manose. Na
avaliacdo clinica observou-se que o grupo ConBesgmtou sinais inflamatérios menos
intensos que o0s outros grupos avaliados, tendaiedotom maior percentual de contragcéo
durante a fase de fibroplasia. Nas analises higigmas visualizou-se no 2° dia de P.O., a
presenca de crosta, infitrado polimorfonuclear ®angiogénese em todos 0s grupos
estudados. No 7° dia de P.O., os grupos Manos&ranose e ConBr apresentaram tecido
de granulacdo com padrao fibrovascular enquantgrapo NacCl foi visualizado tecido de
granulacdo com padréo vascular. No 12° dia todogrwsos apresentaram reepitelizacao,
porém o grupo ConBr/Manose apresentou melhor patkr&@wganizacao das fibras colagenas.
A lectina isolada das sementesClnavalia brasiliensigavoreceu o processo cicatricial das
lesbes cutaneas experimentais, tendo apresentadmelhor efeito sob o ponto de vista

histopatoldgico quando usada em associacdo conmasea

Palavras-chave: Biomateriais, cicatrizac@anavalia brasiliensismetaloproteinases, lesdo
cutanea.



ABSTRACT

Lectins, carbohydrate binding proteins of non immuarigin, agglutinate cells and
glycoconjugates. Some proteins as the lectins ftloenDiocleinae tribe have described as
pharmacological active molecules. Lectins form mpartant class of carbohydrate-binding
proteins. Canavalia brasiliensis(ConBr) is a sugar-binding specificity [D-mannof®-
glucose)] protein. The aim of this study was eviduie proteins profile and to evaluate
histhopathologically treated wounds with ConBr seddctins. Surgical wounds were
produced in the dorsal region in albino Swiss mi€ach wound was daily treated topically
along 11 days, as follow: ConBr (10pg), ConBr/Man@$0Oupg in manose 0,1M), manose
(0,AM) and NaCl (150mM). Protein profile has doreough SDS-PAGE and showed
proteins with molecular weight between 30 and 70KDBaggesting the presence of
metalloproteinases in the homogenates gotten fitoencutaneous injuries. In"2day of
postoperative (PO), the ConBr/Manose group was whatesented the highest proteolitic
activity, in 7" day of P.O., the highest activity was observethinConBr and NaCl groups.
Finally, in 12" day of PO ConBr/manose group showed a maxim pititeactivity. ConBr
group showed flogistic signs less intense than retlggoups, had presented contraction
percentile superior during the fibroplasia phasehk first 48 hours it was observed, in all the
studied groups, the presence of polymorphonuclearkdcyte infiltrate, crust and
angiogenesis. At"7 day there was presence of fibrovascular (manoseBE€Manose and
ConBr) and vascular granulation tissue (NaCl) indid groups. Finally, at fday, wounds
showed reepithelization. In ConBr/manose group ethefas presence of fibrovascular
granulation tissue with more organized collagenvoet. Results suggests that wound healing
it was better in ConBr group, having presentedlwatéer effect when used in association with

manose.

Keywords: BiomaterialSCanavalia brasiliensishealing, metalloproteinases, skin wound.
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1 INTRODUCAO

A principal funcdo da pele é servir como uma bear@irotetora entre o organismo
animal e o meio ambiente. A perda de integridadgrdedes porcdes da pele, como resultado
de les@es, pode levar desde a perda da funcaoraigea (SINGER e CLARK, 1999).

A cicatrizagdo € um processo complexo caracteripatgeepitelizacdo, formacao do
tecido de granulacdo e remodelacdo da matriz ettdac (MEC) (WERNER e GROSE,
2003). A migracdo de ceélulas e a remodelacédo dndote durante a cicatrizacdo de feridas
requerem o controle da degradacdo MEC e a ativag¢@eracao de fatores de crescimento
(VASSALLI e SAURAT, 1996). Esses processos sadzadbs por proteases extracelulares,
particularmente as pertencentes as familias dasosermetaloproteinases (CARMELIET e
COLLEN, 1995).

As metaloproteinases da matriz extracelular sdo famdlia de endopeptidases e
apresentam um importante papel na remodelacaoofitm@ da MEC, em varias situacdes
fisioldgicas, incluindo o reparo tecidual (KAHARISAARIALHO-KERE, 1997).

Recentes avancos em biologia celular e molecutaretépandido a compreensao dos
processos biolégicos envolvidos no reparo e regeéer tecidual e tém conduzido a um
melhor cuidado no tratamento de feridas (SINGERLARK, 1999). Assim, apesar dos
recentes avancos em tecnologia farmacéutica, a icpirsintética e a biotecnologia
promoverem o desenvolvimento de farmacos novostentas, os produtos naturais como
plantas e minerais continuam sendo a maior fonta pabtencdo de medicamentos para 0s
mais diversos fins (NOORMOHAMED et al., 1994).

As lectinas constituem um grupo de proteinas dgeorindo-imune que compartilham
a propriedade de se ligar de forma especifica erséxel a carboidratos livres ou que facam
parte de estruturas mais complexas, como membcahaares. Elas contém pelo menos dois
sitios de ligacdo que podem se ligar em primeirgadiua um glicideo especifico e
secundariamente a uma molécula glicosilada (DIAZ.e1999).

Essas proteinas sdo largamente distribuidas neemajipodendo ser encontradas em
animais, plantas e microrganismos. Em animais eomganismos, elas podem servir para
mediar o reconhecimento bioldgico de diversos @gerglacionados a comunicagéo celular,

desenvolvimento, defesa, metastase tumoral e iaffam(CAVADA et al., 2001).
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Entre as lectinas mais estudadas estao as oragndei plantas, principalmente as da
familia Leguminosae, representando um grupo deejorasg similares estruturalmente, porém
com diferentes especificidades a carboidratos. #rdo Diocleinae (familia Leguminosae)
compreende 13 principais géneros, sendo que algleotsas tém sido isoladas de plantas
gue pertencem a alguns destes géndfasiavalig Cratylia e Dioclea (CAVADA et al.,
2001).

A Canavalia brasiliensigConBr) € uma lectina com especificidade paraibegk/D-
manose (MOREIRA e CAVADA, 1984), isolada de semente plantas da familia
Leguminosae, tribo Phaseolae, subtribo Diocleiaére os efeitos bioldgicos descritos para
essa lectina estdo a capacidade de estimular depagfo de linfécitos e producdo de
interferon y (BARRA-NETTO et al., 1992), induzir a producdo Hestamina em ratos
(GOMES et al., 1994) e de oxido nitrico (ANDRADEagt 1999), além do efeito protetor
vivo contra infeccdo peldeishmania amazonensem camundongos BALB/c (BARRA-
NETTO et al.,, 1996), estimulacdo da producdo derdfiagos em camundongos C3H/HeJ
(RODRIGUEZ et al., 1992), além de ativar vivo linfécitos T e induzir apoptose celular
(BARBOSA et al., 2001)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil de proteases e avaliar histugieahmente o efeito do tratamento

topico de feridas cutaneas com a lectina isoladadmentes daanavalia brasiliensis

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o processo cicatricial sob o ponto de vidfaico e com relagdo a contragéo

das lesdes experimentais;

Analisar o processo de cicatrizacdo em relacaspecto histopatologico;

Determinar o perfil eletroforético e a atividades gaoteases envolvidas no processo

de cicatrizac&o de lesGes cutaneas.
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3 JUSTIFICATIVAS

Feridas cutaneas sdo comuns na rotina da clinteandria. A busca por agentes que
promovam 0 processo cicatricial € fundamental pae os pacientes possam ter um menor
tempo de recuperacdo com o minimo de desconfodsiye. A utilizagdo de plantas como
base de novos agentes terapéuticos se faz imppgala grande biodiversidade existente em
nossa flora e pela necessidade em se descobrirens f@rmacos, a0 mesmo tempo em que
se buscam reduzir os custos com a obtencédo de sobagincias. As lectinas constituem um
grupo de proteinas/glicoproteinas que tém demattstvariedades de efeitas vivo e in

vitro, atraindo o interesse de novas pesquisas partedacao de seus efeitos bioldgicos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Cicatrizagdo em Lesdes Cutaneas

A pele é o maior e um dos mais complexos orgaosrganismo, constituindo-se
numa adequada superficie de contato com o0 meioeaitebi Representando a principal
barreira protetora do corpo, desempenha as seguuriedes: defesa contra agentes externos
e nocivos, estando exposta aos mais diversos ttemmogs. Protege o organismo contra a
desidratacdo, armazenamento de lipideos, carbasdeaproteinas, termo-regulagéo corporal,
formacdo da vitamina D e funcéo sensorial (DE NARDdI., 2004).

A cicatrizacdo € um processo complexo caracteripadaeepitelizacdo, formacao do
tecido de granulacdo e remodelacdo da matriz ettlac ( WERNER e GROSE, 2003) que
apresenta trés fases: Inflamatéria, de Fibroplasia Remodelacdo (STADELMANN et al.,
1998), com elementos celulares e extracelularesicas e fatores de crescimento (Tabela 1),
que atuam como sinalizadores supressores e pra@sotolo processo cicatricial
(KARUKONDA et al., 2000).

Dois processos estdo envolvidos na cicatrizacaondria das feridas: reparo e
regeneracao. A regeneracao € a substituicdo dintessado por um tecido semelhante aquele
perdido na lesdo. Nos mamiferos, a regeneracacméecem tecidos com grande potencial
mitético, como o epitélio, o figado e os 0ssoso déparo € o processo pelo qual os defeitos
teciduais sdo substituidos por uma cicatriz nacifumal. Esse processo é caracterizado por
uma cascata de eventos celulares e humorais quaigam com a coagulacdo e
compreendem a inflamacao, a proliferacdo de filagibs e o remodelamento, visando o
reparo tecidual e a reposicao de colageno (PEREIRRIAS, 2002).

O processo de reparo ocorre com 0 objetivo deuesta integridade anatémica e
funcional do tecido durante a resposta inflamatoceracterizando-se por uma sucessao
complexa de eventos bioquimicos e celulares emosespa lesdo tecidual. Para que um
ferimento seja curado com éxito, os eventos dewearader-se em uma sequéncia apropriada,
e o resultado final é geralmente uma cicatriz delteconjuntivo, representando o somatério
dessas etapas (CARVALHO, 2002) que nao sdo mutuaregoludentes, mas sobrepostas no
tempo (LI et al, 2007).
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Tabela 1. Fatores de crescimento envolvidos noegeaccicatricial

Fator de crescimento Fonte Func¢des na cicatrizacao

Plaguetas, macrofagos| Quimiotaxia, proliferacao de
células endoteliais e | fibroblastos e producéo de
células lesadas colageno

PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas)

Plaquetas, macrofagos

TGF4 (fator de crescimento linfocitos, fibroblastos,
transformantg) células endoteliais e

epiteliais e células lesadas

Quimiotaxia, proliferagéo de
fibroblastos e metabolismo
do colageno

Proliferacéo de células

EGF (fator de crescimento Plasma, plaquetas, células _ .~ .~ ~
epiteliais e formacao do

1%

epidermal) epiteliais tecido de granulacio
TGE-u fator de crescimento Macrofagqs atlvadps,_r_ Pr_ollf_er_agao de ceJuIas
plaquetas, células epiteliais epiteliais e formacéo do
transformante: . . ~
e células lesadas tecido de granulacéo

KGF (fator de crescimentd

de queratindcitos) Fibroblastos Proliferacdo de células

epiteliais

IL-1 (interleucina 1) Macréfagos Proliferacéo daréblastos

Proliferagcédo de
Hipofise, macrofagos, | fibroblastos,deposicéo da
fibroblastos, células matrix extracelular
endoteliais contracao da lesdo e
angiogénese

FGF (fator de crescimento
para fibroblastos)

TNF-a (fator de necrose Macrofagos, linfécitos T|  Proliferacéo de fibrobtast

tumorala)
Proliferacédo de
IGF-1 (fator de crescimentp  Plasma, figado e fibroblastos,sintese de
semelhante & insulina) fibroblastos proteoglicanos sulfatados e
colageno
Inibicdo da proliferacdo de
IFNs (interferons) Linfécitos e fibroblastos fibroblastos e sintese de

colageno

VEGF (Fator de crescimento Queratindcitos,

endotelial) macréfagos Angiogénese

4.1.1 Fase Inflamatéria

O processo inflamatério tem inicio na lesdo ou nmartendas células do tecido
agredido. Todos os tipos de agressao induzem o etgsonde resposta nos vasos sangliineos
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menores, mas ela varia de intensidade de um teeidooutro, tanto nas fases iniciais quanto
no resultado final. Além do tipo de tecido, a esfendo traumatismo € fator importante,
sendo que a resposta inflamatoria sera tanto nmensa quanto a lesdo tecidual
(BEVILACQUA e MODOLIN, 1995).

A sequéncia de eventos que ocorrem na cicatrizagémea ocorre logo apds a
injuria, com a ativacdo da cascata da coagulagdicie da fase inflamatoria. A lesdo causa o
rompimento de vasos sanglineos e saida de com&#wdo sangue para o espaco da ferida.
Ocorre a ativacdo plaquetaria e formacdo do coagUBIROGIANNI et al., 2006) que
consiste de plaquetas envolvidas numa rede desfibeafibrina e quantidades menores de
fibronectina, vitronectina e trombospondina. Aléra dervir como um reservatorio de
citocinas e fatores de crescimento liberados dagquptas ativadas (MARTIN, 1997), o
coagulo serve também para coaptar as bordas dia fericruzar a rede de fibronectina,
oferecendo uma matriz proviséria, na qual os filastos, as células endoteliais e 0s
gueratindcitos possam ingressar na area lesada DEABAUM et al., 2003).

Os fatores de crescimento iniciam a inflamacadekpacdo, angiogénese e contracao
da ferida. O fator de crescimento derivado de @tapie o fator de crescimento epidermal
liberados das plaguetas atraem neutréfilos e mtwsdaiacréfagos para a ferida (SONEJA et
al., 2005).

Os neutrofilos sdo as primeiras células sangliaeawegar ao local da leséo, sendo
importantes para protecao da ferida contra infeqgia fagocitose de microrganismos e de
restos teciduais desvitalizados. Neutréfilos atbgadiberam radicais de oxigénio livres e
enzimas lisossomais, incluindo proteases neutagenases e elastases que combatem a
infeccd@o e limpam a &rea lesionada (STADELMAN gt1898).

Inicialmente, os macréfagos atuam de maneira semigtaos neutrofilos, fagocitando
e matando microrganismos através da secrecao debdlitis do oxigénio e de enzimas
lisossomais. No entanto, os macréfagos também aegal producdo de colagenase pelos
fibroblastos através da secrecao de interleucisarido ainda fonte de fatores angiogénicos e
fatores de crescimento para os fibroblastos, elimdo-os a secretar colageno (TIZARD,
1998). O debridamento tecidual via fagocitose dlitado pela producdo de colagenase e
elastase (WITTE e BARBUL, 1997).

A maior contribuicdo dos macréfagos para a cicatéip de feridas é a secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento. Estas citoatisam e recrutam macréfagos e linfocitos,

regulando também, a migracao e proliferacdo delfiastos e a sintese de colageno, assim
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como células endoteliais. Por meio dessas fung@asiacréfagos influenciam a angiogénese,
fibroplasia e formacg&o da matriz extracelular (PARRBABUL, 2004).

A MEC é composta por diferentes proteinas com ra#ifuncdes. Algumas proteinas
como elastina e alguns tipos de colageno, sao pidakicomo fibras insoluveis, e conferem
resisténcia e elasticidade aos tecidos. Variasoplateinas diferentes da matriz como
lamininas, fibronectina, trombospodinas, fibrilinantre outras, formam agregados com
varios graus de complexidade, fornecendo um subgteaa adesado celular e sdo importantes
para inameras interacdes proteina-proteina. Osegqulitanos nos quais a massa de
carboidratos excede a de proteinas tém funcéodnath¢do tecidual. Todas as proteinas da
matriz podem ser degradadas pelas metaloprotei(fdséR) (PARKS, 1999).

4.1.2 Fase de Fibroplasia

* Reepitelizagao

A reepitelizacdo é o restabelecimento da camadaliepina area ferida com novo
epitélio e consiste da migracao e proliferacao ukrajindcitos a partir das margens da leséo
(SANTORO e GAUDINO, 2005). Apés o rompimento dotélid pela injaria tecidual, a
reepitelizacdo deve ocorrer o mais rapido possiVieh de restabelecer a integridade tecidual.
Os queratinécitos movimentam-se para a ferida ceea24h depois da lesdo. Células
epiteliais de estruturas epiteliais residuais pardsuas conexdes hemidesmossomais
desprendendo-se da membrana basal e movendo-damapite através do leito lesionado
(HAKKINEN et al, 2000).

* Neoangiogénese

Fatores locais no microambiente da ferida como dbqk, tensdo de oxigénio
reduzida e aumento da concentragcédo de lactatanlevhberacdo de fatores de crescimento
como o VEGF e bFGF que sédo necessarios para afoovacdo de vasos sangiineos,
processo denominado angiogénese ou neovascularid@@fEGELMANN e EVANS, 2004).

A neovasculatura das feridas, denominada de anugsgéé o processo de brotamento
de vasos a partir de vasos preexistentes e tem tumgéo suprir de nutrientes o tecido de
cicatrizacdo. Na angiogénese, as células endasteliescem para fora, em direcdo a margem

da ferida aparentemente em resposta a sinais dawitios e mitogénicos das plaquetas e
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macrofagos (HUNT e GOODSON, 1993). O estimulo respeel pela angiogénese é
multifatorial e relacionado a liberacdo de diver&ieres sollveis (peptideos) na ferida. Tais
fatores de crescimento tém potentes propriedadddgiias de quimioatracdo e mitogénicas
demonstradas através de sistemas experimentaigro e ensaiosn vivo (FAZIK et al.,
2000).

* Formacéo do Tecido de Granulacao

A resolucdo da éarea lesada necessita ndo sO daeliegapdo, mas também, da
proliferacdo e migracdo de fibroblastos no leitofetédda, onde participam da formacéo do
tecido de granulacao e sintetizam, depositam gaaaram a nova matriz extracelular (IYER
et al., 1999).

O tecido de granulacdo geralmente € formado a martiuarto dia apos a leséo sendo
constituido principalmente por macréfagos, novgslaees, fibroblastos e tecido conjuntivo
frouxo. O tecido de granulacdo é um complexo regériw de citocinas com atividades
quimioatrativas, mitogénicas e fatores de cresdmem\s citocinas liberadas pelos
macrofagos estimulam os fibroblastos a sintetizamva matriz extracelular (AUKHIL, 2000)
formada principalmente por fibrina, fibronectina@&do hialurénico que servem de suporte
para o crescimento celular e vascular (SINGER e RKA1999).

Os fibroblastos do tecido conjuntivo das margensfetala tornam-se ativados,
proliferam, migram em direcdo ao coagulo em read&ore comecam a sintetizar os
componentes da MEC, que € uma rede complexa deomalgrculas secretadas (colagenos,
elastina, glicoproteina e proteoglicanas), locdésano espaco extracelular, tendo um papel
central no controle dos processos celulares. Tes®ss componentes estdo em intimo contato
com suas células de origem e formam um leito gsati tridimensional no qual as células
evoluem (BAYNES e DOMINICKZAC, 2000). Com a evolac@lo processo cicatricial a
matriz proviséria é substituida por uma nova maica em colageno (AUKHIL, 2000).

Os colagenos sédo as principais proteinas da ME@zesmdo aproximadamente 25%
da massa protéica total do organismo. Sendo os@wnfes estruturais primarios da MEC,
eles tém papel fundamental na arquitetura tecidhaatesisténcia dos tecidos e em uma ampla
variedade de interacdes célula-célula e célulaim@AYNES e DOMINICZAC, 2000). Os
principais colagenos séo os tipos |, Il e lll guenfam uma rede de fibras no intersticio dos
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tecidos, ligando células entre si e a outros corapt@s estruturais e o tipo 1V, que é o maior
componente da membrana basal (MUTSAERS et al.,)1997

Com o desenvolvimento do tecido de granulacao, ilohbiastos desenvolvem
caracteristicas de miofibroblastos, incluindo o repaento de microfilamentos
citoplasmaticos contendoactina muscular lisa. O aparecimento desses midifiasstos esta
relacionado com a contracdo e fechamento da lesBanpio de adesOes focais entre 0s
miofibroblastos e a MEC (MCANULTY, 2006).

4.1.3 Fase de Remodelacao

O processo de remodelamento da cicatriz envolveastaucessivas de producao,
digestédo e orientacdo das fibrilas de colagenoeposicao é feita a principio de maneira
aleatoria tendo como orientacdo a organizacao ldtanictina e dependente da natureza e
direcdo das tensdes aplicadas ao tecido. Essas fi#@io subsequentemente digeridas pela
colagenase, ressintetizadas, rearranjadas de acomda organizacdo das fibras do tecido
conjuntivo adjacente e lateralmente ligadas poachigs covalentes. Essas ligagcdes séo
formadas entre moléculas de tropocolageno no andkitfibrila e entre as préprias fibrilas.
RepeticOes sucessivas da lise, ressintese, rextivecto e religacdo formam fibras maiores de
colageno e resultam numa configuracdo mais regudarcicatriz. 1Isso aumenta a sua
resisténcia devido a organizacéo das fibras acomapaas forcas mecéanicas a que o tecido
estéa sujeito durante a atividade normal (CLARK,5)98

A relacdo inversa entre o aumento da tensdo ndaferia diminuicdo do tamanho é
devida principalmente a remodelacdo da MEC. Estegsso representa o balanco entre a
producado, quebra e remodelamento do colageno. dupém de colageno aumenta até o 21°
dia ap6s o trauma, e apos esse tempo, a taxatdsesitiminui (MONACO e LAWRENCE,
2003).

A remodelacdo do colageno durante a transicao adotele granulacdo a cicatriz é
dependente da sintese e catabolismo de colageneelecidade baixa. A degradacao do
colageno na ferida é controlada por muitas enzin@steoliticas designadas
metaloproteinases, as quais sao secretadas petosfagms, células epidermais, assim como
fibroblastos. Esse evento de remodelacdo do calageesponsavel pelo aumento da forca de
tensao e da diminuicdo do tamanho da cicatriz.sOlteedo normal da fase de remodelacao da
cicatrizagdo € uma cicatriz com aproximadamente 8@%orca de tensdo da pele integra
(FAZIK et al., 2000).
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A medida que a cicatriz torna-se madura, fica meeosielha, devido & mudancas na
densidade dos capilares dentro do leito da ferda @ passar do tempo. Feridas recentes séao
caracterizadas por um tecido de granulacdo contemdaivel relativamente elevado de
capilares, enquanto as mais maduras possuem masas (REED et al., 1993). O numero de
fibroblastos também diminui. Essas mudancas fazem gque a cicatriz seja relativamente
acelular (COLOUMBE, 2003).

4.2 Metaloproteinases (MMP)

A degradacdo proteolitica da matriz extracelulainga caracteristica essencial do
reparo e remodelacdo durante a cicatrizacao (GESRINaL., 1994).

As MMP responsaveis pela degradagcdo da matrizcettdar sdo divididas em trés
classes: serino proteinases (incluindo, os atiwslde plasminogénio, leucdcito elastase, e
catepsina G), MMP (colagenases, gelatinases, eslisinas, matrizlisinas, metaloelastases) e
cisteino proteinases (LORENA et al., 2002).

As MMP da matriz formam uma importante familia detaloendopeptidases que
representam a maior classe de enzimas respong@laisiegradacdo da matriz extracelular.
Em conjunto, as MMP s@o capazes de degradar toslggodeinas da MEC. Todos os
membros da familia sdo secretados como pro-enziratigas (zimégenos) e sdo ativados no
tecido pela clivagem do propeptideo. Todas as MMRt&n zinco em seu sitio ativo e
necessitam de calcio para estabilidade e ativilBR&KEDAL-HANSEN, 1993).

As atividades das MMP estéo relatadas em impoganttermidades como destruicao
da articulacdo na artrite reumatoide, osteoartiteurisma da aorta abdominal, infarto agudo
do miocardio e cancer. As MMP também participampnacesso normal de remodelacéo
como desenvolvimento embrionario, involugdo do aitpos-parto, remodelacdo 6ssea,
ovulacéo e cicatrizacdo (WOESSNER Jr, 1991).

De acordo com Barrick et al (1999), as MMP podem ss#divididas em varios

grupos baseados na especificidade do substratel@lap
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Tabela 2 Principais metaloproteinases secretadasidua cicatrizagdo cutanea

Proteinase

Substratos

Colagenase intersticial
(MMP-1)

Colagenos |, I1,VII, X, gelatina, proteoglicanos

Colagenase intersticial
(MMP-8)

Colageno |, lll, VII, X, gelatina, proteoglicanos,
inativacao de inibidores:2 macroglobulina

Gelatinase A
(MMP-9)

Colagenos 1V, V, VII, X, XI, gelatina,elastina,
fibronectina, laminina, entacina,ativacao do pro-
IL-1B

Gelatinase B
(MMP-2)

Os mesmos que a MMP-9

Estromalisinas

Colageno IV, V, IX, XI, fibronectina, laminina,
entacina, proteoglicanos, ativacao de pro MMP

(MMP-3 e 10) (1, 8¢09)
Matrizlisinas Colageno IV, elastina, fibronectina, laminina,
(MMP-7) entacina, proteoglicanos

Metaloelastase
(MMP-12)

Colageno IV, elastina, fibronectina, laminina,
entacina, proteoglicanos

Fonte: BARRICK et al., 1999
As MMP participam de varios eventos que ocorrenailigr a cicatrizacdo cutanea,

como remocdo do tecido desvitalizado, interacOesleapais-mesenquimais durante a
migracdo dos queratindcitos, angiogénese, remditeldg matriz extracelular neoformada e
regulacdo da atividade de fatores de crescimerdqdie, diferentes tipos de células como as
inflamatérias, fibroblastos e células endotelidis sapazes de sintetizar as MMP. (KAHARI
e SAARIALHO-KERE, 1997).

Os leucdcitos expressam varias proteinases quéusdamentais nos processos que
ocorrem durante o processo cicatricial, estandoleidas na modulacdo da inflamacéo e da
resposta imune e na ativacao de alguns fatoresedeimento (BARRICK et al., 1999).

A expressdo de muitas MMP, incluindo MMP-2, é estada por muitos fatores de
crescimento que promovem a migracdo endotelial neira angiogénese. Estes fatores
incluem VEGF, TNFa e FGF-2. A funcdo das MMP durante a neovasculggzacluem a
degradacdo de componentes da membrana basal esexagi@o da matriz extracelular.
Enquanto as células endoteliais migram, formamltsbe eventualmente novos capilares. As
principais MMP envolvidas na neoformacdo de vasws MMP-1, MMP-2, MMP-9, MT-

MMP e MMP-19. A presenca da MMP-1 é necessaria gaeaocorra a migragdo das células



SILVA, F. O. Perfil de proteases e avaliagdo histopatologica... 25

endoteliais dentro da matriz de colageno tipo I. RARle MMP-9 influenciam a formacéo de
tubulos e migracéo das células endoteliais. O payetio da MT-MMP n&o esta elucidado,
mas sabe-se que sua auséncia prejudica a difgg@aaims novos vasos. A MMP-19 ja foi
detectada em células endoteliais do tecido sindeisddo e inflamando sugerindo uma
possivel acdo na angiogénese (BAUM e ARPEY, 2005).

A remodelac¢éo do coldgeno durante a transicaoadibotele granulacao para cicatriz €
dependente da sua continua sintese e catabolisndegradacdo do colageno na ferida é
controlada pelas metaloproteinases, as quais séaetagas por macréfagos, células
epidermais, endoteliais e fibroblastos (SINGER ARK, 1999).

As MMP séo especificamente inibidas pelos inibidoteciduais (TIMP), que sao
sintetizados por células do tecido conectivo edeitos, e formam complexos néo covalentes
com as MMP (MURPHY e DOCHERTY, 1992).

Durante as fases iniciais da cicatrizacdo, o balagire MMP e seus inibidores
enddgenos (TIMP), favorece a producdo da MEC. Idassf finais do processo cicatricial,
guando tem inicio a remodelacao, é possivel quaanbo mude e favoreca a degradacéo da
matriz (GRINNEL, 2003).

4.3 Biomateriais

Na medicina veterinaria existe uma grande casaiste cdes apresentando lesdes
trauméticas ou secundarias a outros fatores qaenl@o aparecimento de feridas e ulceracdes
cutaneas, que sao tratadas por segunda intencaagamtes cicatrizantes (NOGUEIRA et al.,
2005).

Para otimizar a reabilitacdo de lesdes, pode-digantbiomateriais, compreendidos
como materiais interativos capazes de estabelauar afinidade apropriada com o tecido
vizinho sem inducdo de uma resposta adversa detesp (RATNER e BRYANT, 2004).

Biomaterial é definido como qualquer substanciacombinacdo de substancias, de
origem natural ou sintética, que possam ser ugamtagualquer que seja o periodo de tempo,
como parte ou como o todo de sistemas que tratamer@am ou substituem quaisquer
tecidos, orgaos ou func¢des do organismo (ASM, 1992)

Os biomateriais tém sido objeto de pesquisas f€imadi pela disponibilidade na
natureza e por sua biodegradabilidade, e muitogmoser utilizados como dispositivos
dérmicos (SPECTOR, 2001), e tém sido empregad@squarduzir e acelerar fenbmenos de

ocorréncia natural como a regeneracdo de tecidodca#rizacdo das feridas, inducdo da
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resposta celular que ndo deve normalmente estaenies a cicatrizacdo em individuos
doentes, a producdo de um novo leito para recelteros transplantes ou para bloquear
fendbmenos naturais como a rejeicdo imune de trantgplda célula de outras espécies ou a
transmissdo de sinais de fatores de crescimentoegqtimulam a formacédo da cicatriz
(HUBBEL, 1995).

O uso das espécies vegetais, com fins de trataneentosa de doengas e sintomas,
remonta ao inicio da civilizagdo, quando o homemeasmu um longo percurso de manuseio,
adaptacédo e modificacao dos recursos naturaisparproprio beneficio (DI STASI, 1996).

O emprego de produtos medicinais de origem naturatatamento de certas doengas
tem sido amplamente utilizado pela populacdo, noaEas pesquisas tém sido realizadas a
fim de atribuir a estes os seus efeitos terap&utiédguns estudiosos mencionaram que
elementos existentes na natureza poderiam constiaieriais alternativos para o tratamento
local das feridas, ja que os curativos disponiv@géticos ou biossintéticos, utilizados tanto
no homem como em outras espécies sao onerososASLM., 2000).

As plantas séo importantes fontes de produtosaiatbiologicamente ativos, os quais
diferem em termos de estrutura e propriedadesdaaé (MOREIRA et al., 2001).

Muitas plantas sdo conhecidas pelo seu uso naizagto de feridas em um sistema
de medicina tradicional, ainda que seu mecanismacde e eficAcia sejam muito pouco
avaliados em experimentos clinicos controlados (WRBA e CHERIYAN, 2001).

4.4 Lectinas
* Aspectos Gerais

Proteinas que interagem com carboidratos nao-cueatente ocorrem amplamente
na natureza, por exemplo, enzimas carboidrato-#g@ece anticorpos anticarboidratos. Em
estudos realizados nos ultimos anos, uma outraeclds proteinas, as lectinas, esta tendo
destaque em pesquisas biologicas. Essas se camamttepor ligarem-se a mono e
oligossacarideos de maneira reversivel e com saftacdicidade, mas sdo desprovidas de
atividade catalitica. Em contraste com os anticerp@o sdo produtos da resposta imune.
Cada lectina contém dois ou mais sitios de ligggia carboidratos, sdo di-ou polivalentes.
Consequientemente, quando reagem com ceélulas, pampéx eritrocitos, ndo sO se

combinam com os glicideos de sua superficie, raaipém, formam ligacdes cruzadas entre
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as células, causando precipitacdo, um fendmenondeado, aglutinacdo celular (LIS e
SHARON, 1998).

As funcdes fisiologicas das lectinas de plantasasd@o claramente definidas. Sugere-
se que possuem diferentes papéis nas plantasniohzltransporte de carboidratos, estocagem
e mobilizacdo de proteinas de reserva e carbogjrattongamento da parede celular,
interacdo entre plantas e microrganismos e defesaaco ataque de fungos, bactérias e
insetos (RATANAPO et al., 2001). A maior quantidatielectinas de plantas é encontrada
nos 6rgdos de estoque, nas outras partes, as dpdEdi sAo bem menores, ndo sendo
necessariamente idénticas em relacdo a estrutuespmeificidade de carboidratos como as
lectinas dos 6rgaos de estoque.

Dependendo da planta, os 6rgéos de estoque apneséifierentes localizacbes como,
por exemplo, nas leguminosas, estes 0rgdos engbeganas sementes e, na batata,
encontram-se no tubérculo (RUDIGER, 1998). As texticonstituem de 2 a 10% do total de
proteinas das sementes (DIAZ et al., 1999).

Apesar de sua abundancia em muitas plantas, asakecte plantas ndo possuem sua
verdadeira funcéo fisiologica claramente definiatre algumas funcdes propostas para
lectinas de plantas estdo incluidas: armazenameutdransporte de carboidratos em
sementes, inibicdo do crescimento de fungos (SHARQNS, 1989) ou atividade inseticida
(TRIGUEROS et al., 2003).

» Deteccéo, Especificidade e Classificagao

A hemaglutinacdo é o ensaio mais comum para varific presenca de lectinas e
estimar sua atividade. Nesse ensaio, a solucdermmt lectina € diluida em série e incubada
com eritrocitos humanos ou de outros animais. Bamentar a sensibilidade das células a
aglutinacdo, as mesmas podem ser submetidas aataménto quimico (glutaraldeido ou
formaldeido) ou enzimatico (tripsina, papaina owraeinidase). Paralelamente, outros
métodos podem ser utilizados para identificar aid#tde de lectinas como analise
fotométrica, precipitacdo de polissacarideos owoploteinas e eletroforese de afinidade
(KENNEDY et al., 1995).

A determinacdo da especificidade de uma lectinadé ghelo monossacarideo que em
menor concentracdo, possua habilidade para inimr &ividade de hemaglutinacdo ou
precipitacdo de polissacarideos ou glicoproteifds € YU, 2001). Existem lectinas que

possuem especificidade para mais de um carboideagiotinando células de diferentes
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espécies. Também existem lectinas que sé aglutazaoélulas em que houver a presenca de
um determinado carboidrato (GABOR et al., 2001).

As lectinas de plantas podem ser classificadascdel@a com sua especificidade de
interacdo com carboidratos, em lectinas glicosedsanCORREIA e COELHO, 1995),
galactose especificas (CAVADA et al, 1998), acidhien especificas e manose especificas
(KOIKE et al., 1995).

* Interacao das Lectinas com o Sistema Imune

Lectinas de plantas tém sido utilizadas em pessgjumnsanobiologicas, sendo capazes
de estimular células do sistema imune, como nelaspimacréfagos e linfécitos. Em 1960,
Peter C. Nowel, da Universidade da Pensilvaniaadglfia, demonstrou que a lectina
Phaseolus vulgarisconhecida como fitohemaglutinina (PHA), era m@ioiga, ou seja,
possuia capacidade de estimular a proliferacaintieitos (SHARON e LIS, 2004). Desde
entdo, outras pesquisas realizadas também demanstoeefeito das lectinas sobre o sistema
imunoldgico. As lectinas daloe arborescen$KOIKE et al., 1995)Phitolocca lulea(VAN
DAMME et al., 1995), Canavalia brasiliensis Dioclea grandiflora Dioclea violacea
(BARBOSA et al., 2001)Belamyia begalensi(BANERJEE et al., 2004) €ratylia mollis
(MACIEL et al., 2004), sdo alguns exemplos de t&di que apresentam atividade
mitogénica.

Rodriguez et al (1992), demonstraram que as lectdeCanavalia brasiliensise
Dioclea grandiflorga estimulam o influxo de mondcitos para a cavidpeeitoneal em
camundongos C3H/CelJ. Lectinas vegetais também @osatividade antinflamatéria quando
administradas por via intravenosa em ratos Wig&&SREUY et al., 1997) e sdo capazes de
induzir a migracdo de neutrofilos e mondcitos guamietadas por via intraperitoneal
(ALENCAR et al., 2003; FREIRE et al., 2003 ALENC/AgRal., 2005).

Lopes et al (2005) verificaram a liberacdo de h#ta por mastocitos peritoneais de
ratos Wistar induzida por lectinas @anavalia brasiliensisCymbosema roseyrMaackia
amurensisParkia platycephala Triticum vulgaris

Lectinas estimulam a sintese de citocinas. A lactiie Viscum albuminduz a
producdo do Fator de Necrose Tumarakm monocitos humanos e macréfagos de
camundongos C3H/CeJ (MANNEL et al., 1991). Diverkaginas da familia Diocleinae
estimulam a producédo de interleucina-4, -10, dor~de Necrose Tumoral-e do Fator
Estimulante da Col6nia de Macrofagos (CAVADA ef 2001).
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De acordo com Andrade et al (1999), lectinasGdaavalia brasiliensisDioclea
grandiflora, Pisum avense Concanavalina, induzem a producéo de 6xido Nitrico (ON)
vivo e in vitro, sendo o ON um agente que pode estar envolvidefedss anti-parasitarios e

anti-tumorais das lectinas.

A Familia Diocleinae

Entre as lectinas mais estudadas estdo as ext@dédpkntas, principalmente as da
familia Leguminosae. Lectinas dessa familia reptese um grupo de proteinas similares
estruturalmente, porém com diferentes especifieidadcarboidratos. A subtribo Diocleinae
(familia Leguminosae) compreende 13 principais génesendo que algumas lectinas tém
sido isoladas de plantas que pertencem a alguniesdgénerosCanavalig Cratylia e
Dioclea Todas as lectinas Diocleinae apresentam esteutomaltiméricas compostas de
mondmeros de 25,5 KDa, além de exibirem a caratitxide equilibrio dimero-tetramero
dependente de pH (CALVETE et al, 1999). Sdo metateas que requerem ions divalentes
(C&* e Mrf") para exibir atividade bioldgica completa (SANZAYRICIO et al., 1997). Cada
subunidade também contém sitios de ligacdo para @& e Mrf" e uma cavidade
hidrofobica que interage com ligantes hidrofébicosmo fito-horménios. Todas essas
lectinas apresentam como especificidade princigalretonhecimento os carboidratos D-
manose e D-glicose (CAVADA et al., 2001).

Apesar da proximidade filogenética e estruturamradinte conservadas das lectinas da
familia Diocleinae, elas possuem atividades bialdgi diferentes como estimulacdo de
macréfagos peritoneais em camundongos C3H/HeJ (RGDEZ et al., 1992), proliferacdo
de linfocitos e producéo de interfergrn vitro (BARRAL-NETTO et al., 1992), indugéo de
edema de pata em ratos (BENTO et al., 1993), pralffio de linfocitos e producdo de
interferony in vivo (BARBOSA et al., 2001) e liberacdo de histamina rdastécitos
peritoneais em ratos (GOMES et al., 1994; LOPES. £2005).
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6 ARTIGO CIENTIFICO

Perfil de proteases e avaliacao histopatolégica tesdes cutaneas experimentais em

camundongos tratadas com a lectina isolada das sembes deCanavalia brasiliensis

Proteases profile and hysthopathological analysid the treatment of cutaneous healings
with lectin from Canavalia brasiliensis seeds

Flavio de Oliveira Silvd V", Rosangela Vidal de Souza Aratljty', Giuliana Viegas. Schirato"', Edson Teixeira de Holanda Mario
Ribeiro de Melo Juniof", Benildo de Sousa CavaliaJosé Luiz de Lima-Filh V", Ana Maria dos Anjos Carneiro-Le8o Ana Lcia
Figueiredo Portd" V! *

RESUMO

O objetivo desse estudo foi determinar o perfil pmteases e avaliar clinica e
histopatologicamente o efeito do tratamento topiederidas cutaneas com a lectina isolada
das sementes d&anavalia brasiliensis (ConBr) livre e conjugada com o seu agucar
especifico. Para isso, leses cirargicas foramyasidds na regido dorsal de camundongos,
divididos em grupos, de acordo com o tratamento spusegue: NaCl (150mM), manose
(0,1M), ConBr (1Qg) e ConBr/manose (1§ em solucéo fisiolégica com manose 0,1M).
Amostras da érea lesada foram coletadas para detgdo do perfil de proteases e analise
histopatolégica (2°, 7° e 12° dias pos-operatéfioperfil das proteinas realizado atraves de
eletroforese SDS-PAGE demonstrou a presenca deipastcom peso molecular de 67 kDa
em todos os grupos, sugerindo a presenca da metEmase-2 (MMP-2) nos homogenatos

obtidos a partir das lesGes cutaneas. Entre oogregiudados, o ConBr/manose apresentou a
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maior atividade proteolitica no 12° dia de pos-afigio, seguido do grupo ConBr. O grupo
ConBr apresentou sinais inflamatorios menos intemg® 0s outros grupos avaliados, tendo
evoluido com maior percentual de contracdo, contoedgrupo ConBr/manose apresentou
melhor padrdo de organizacdo das fibras colagehaectina isolada das sementes da
Canavalia brasiliensidavoreceu o processo cicatricial das lesdes cusaegperimentais,

tendo apresentado um melhor efeito sob o pontoisia kistopatolégico quando usada em

associacdo com a manose.

Palavras-chave Canavalia brasiliensis, cicatrizacdo, lectinas, metaloproteinases, reparo

tecidual.

ABSTRACT

The objective of the present study was determirtimg proteases profile and evaluate
clinically and histopathological effect of the togreatment of cutaneous healings with free
and conjugate lectin dfanavalia brasiliensis (ConBr) and their specific sugar. For conclude
the objective, cirurgic lesions were produced oa dlorsal regions of the mice, divided in
groups, according with the following treatment:u@OConBr, 1@g ConBr/manose in
physiologic solution with 0,1M manose, 150mM NaGlM manose. Samples of the injured
area had been collected for determination of thedilprof proteases and histopathological
analysis (3, 7"e 12" days after the surgery). The electrophoresis SBGH demonstrated
the presence of proteins with molecular weight oK®a in all groups, that is, active form of
MMP-2. Among the studied groups, ConBr/manose wdschv presented the highest
proteolytic activity on the 12 day post surgery, followed of the ConBr group. TEteup
ConBr presented inflammatory less intense thanother groups evaluated, evolution with

the highest percent of wound contraction, howeter group ConBr/manose presented the
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best standard regarding the organization of thiageh fibres on the 12 day after the surgery.
The ConBr favored the wound healing process ofetkgerimental cutaneous lesions, has
been presented the best effect under the histdpgibal point of view when used in

association with the manose.

Key words: Canavalia brasiliensis, lectins, metalloproteinases, wound healing, wound

repair.

INTRODUCAO

A pele funciona como uma barreira protetora coosranais variados tipos de agentes
agressores presentes no ambiente, sendo fundanpaméala manutencdo da homeostase.
Qualquer alteragdo na integridade da pele podendadear condigBes patoldégicas como
infeccdo, desidratacdo e prejuizo no balanco dltm Um processo de cicatrizacao
eficiente é de grande importancia para o bem-dstpaciente (BAUM & ARPEY, 2005).

O processo cicatricial envolve uma complexa seqééde eventos celulares e
bioquimicos com o objetivo de restaurar a integiedeecidual apos o trauma. Este processo
caracteriza-se pela homeostase, inflamacéo, fooraggdecido de granulacdo e remodelacéo

da matriz extracelular (MEC) (PARK & BABUL, 2004).

A degradacédo da MEC € uma caracteristica essetwi@paro e remodelacdo durante
a cicatrizacdo de lesbes cutaneas. As metalopasesn (MMP) sdo uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes que coletivans@itecapazes de degradar todos os
componentes da matrix extracelular (GEARING et 84894). Estas enzimas podem ser
produzidas por varios tipos de células da pele cdibmblastos, células endoteliais,

mastocitos e polimorfonucleares, tendo uma imptethmcéo na remodelacéo proteolitica da
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MEC em varias situacdes fisioldgicas, incluindosatesolvimento tecidual, morfogénese,
reparo tecidual e angiogénese (KAHARI & SAARIALHCERE, 1997).

Dubois et al (1998) demonstraram que a lectin&Cal@avalia ensiformis (Con A)
induz a producéao da MMP-9 por linfocitosvitro, esta protease em associacdo com a MMP-
2 é fundamental para o processo cicatricial. Diali$so, torna-se importante a analise da
influéncia de outras lectinas sobre a atividadehisls.

Em estudos recentes, proteinas bioativas vém s#iiadas na terapéutica médica
(ANDRADE, 2004). As lectinas sao (glico)proteinas atigem ndo imune que se ligam de
maneira especifica e reversivel a carboidratoandstamplamente distribuidas na natureza
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995), e sao consideradas éwmllas que reconhecem e
decifram a informacédo contida nos oligossacarigwesentes na superficie celular (RINI,
1995). Estas glicoproteinas, em particular, asrdeim vegetal, sdo consideradas importantes
ferramentas nos estudos em glicobioquimica e ghtmyja (RUDIGER, 1998). Entre as
lectinas mais estudadas de plantas, estdo prindpéd as da familia Leguminosae. Lectinas
dessa familia representam um grupo de proteinaBames estruturalmente, porém com
diferentes especificidades a carboidratos. A lactxtraida das sementes @anavalia

brasiliensis caracteriza-se por se ligar a D-glucose/D-manose.

A atividade biolégica da ConBr tem sido investigaden diversos modelos
experimentais (CAVADA et al., 2001). Entre as atades biologicas dessa lectina estdo a
inducdoin vitro da proliferacdo de linfocitos com producédo derfeten- y (BARRAL-
NETTO et al., 1992), liberacdo de histamina portowns (GOMES et al., 1994), producao
de Oxido nitricoin vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999) e inducdo de apoptose eelul

(BARBOSA et al., 2001).

Com base no fato de que as lectinas de legumines@siulam a producdo de

metaloproteinases importantes para o processoriciaht decidimos avaliar o efeito do
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tratamento de lesdes cutaneas com a lectina dantesrdaCanavalia brasiliensis (ConBr)
livre e conjugada com o seu acgucar especificojaadd a atividade proteolitica e analisando

as lesbes sob o ponto de vista clinico e histopgitm.

MATERIAL E METODOS

Camundongo$wissmachos, com 10 semanas de idade, pesando 400y fdsam
criados e mantidos no Biotério do Laboratorio deropatologia Keizo Asami, Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram alocadogagértas individuais, permanecendo
em macroambiente controlado (fotoperiodo de 12hofdsacuro, temperatura 23+2°C e
umidade 55+10%) com fornecimento de agua e ragéniade.

A lectina deCanavalia brasiliensis (ConBr) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Benildo de Souza Cavada. A lectina liofilizadagolubilizada em solu¢cdo NaCl 150mM até
obter a concentracéo final de 100ug/mL. Tambénnigoeeparadas solugcées com a lectina
ConBr conjugada com o seu acgucar especifico, meste, a solucdo de lectina em salina
contendo manose 0,1M foi incubada a 37°C por 3Wtoén Apds a dissolugdo, as solucbes
foram filtradas em membranas 0,22um e, postericienemmazenadas em frascos estéreis e
estocadas a -4°C até a sua utilizagao.

O procedimento cirdrgico experimental e a avaliaghioica das les6es foram
realizados de acordo com Schitrato et al. (2008)a@mais (n=25/grupo) foram divididos de
acordo com o tratamento experimental empregado:BCdqaOpg em solucdo salina),
ConBr/manose (10pg em solugéo salina contendo redh@M ), manose (0,1M em solugao
salina) e NaCl (0,15M). Cada leséo recebeu diamdend00uL das solucdes testadas.

Diariamente, cada lesao foi avaliada clinicamenteasurada por auxilio de um paquimetro.
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No 2° 7° e 12° dias poés-operatério (P.O.), os aisinin=10/grupo/tempo) foram
anestesiados e amostras de tecido da area lesaa fetiradas. Imediatamente apds a
retirada do tecido, as amostras foram congeladasigagénio liquido e pulverizadas. Em
seguida, as amostras de pele foram homogeneizadas descrito por NEELY et al (1992).
As amostras foram centrifugadas a 6000 x g por Butws e os sobrenadantes utilizados
para analise de metaloproteinases.

A atividade proteolitica foi realizada utilizande-sazocolageno como substrato
segundo método descrito por Chavira et al. (198#ificado, pela mudanca no valor do pH
de 7,8 para 7,2. O azocolageno foi suspenso erHGiSOMM pH 7,2, CaCl2 1mM em uma
concentracdo final de 5mg/mL. O sistema de redgéoconstituido por 150L do
homogenato de tecido de pele, ib0de solucdo tampao Tris-HClI 50mM pH 7,2, CaCl
1mM e 27QL da solugcéo de azocolageno (5mg/mL). O sistemaalghio foi incubado a 37°C
sob agitacdo constante. Apés 18h de incubacaacaadoi interrompida por centrifugacéo a
10.000x g por 15 minutos a 4°C. A absorbancia dwesmdante foi lida a 520nm. Uma
unidade de atividade proteolitica foi descrita cagendo a variagdo de absorbancia de 0,01
durante 18 horas de reagéo.

Os homogenatos obtidos foram submetidos a técrécaletroforese SDS-PAGE,
realizada em gel gradiente de 10% de poliacrilardielaacordo com o método de Laemmli
(1970). Utilizando-se como padrdao de peso molecalaidrase carbonica (30 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), e albumina bovina séricakba).

Com os camundongos anestesiados conforme previamestrito, amostras do tecido
lesionado foram coletadas n% 2 e 12 dias de P.O., com o objetivo de retirar fragmedts
area para realizar a analise histopatoldgica. Asstnas foram submetidas ao processamento
histoldgico de rotina e incluidas em parafina. Apdsrotomia, os cortes foram corados pelo

Tricrbmicro de Masson.
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As areas foram submetidas inicialmente ao testmatmalidade de Shapiro-Wilk
(p<0,05) para se avaliar a adequacdo dos dadosalsearparamétrica. Constatada a
distribuicdo normal dos dados, estes foram comparads pares, utilizando-se o Teste t e

considerando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Lectinas tém sido descritas como potentes imunofaddres por induzir a ativacao
linfocitaria e producédo de citocinas. A lectina @anavalia brasiliensis induz in vitro a
proliferacdo linfocitaria com producdo de interferg, GM-CSF (Fator Estimulante da
Colbnia de Macroéfagos), IL-4 (Interleucina-4), ID-XInterleucina-10) e TNle- (Fator de
Necrose tumoral-alfa) (CAVADA et al., 2001). O TNFe mitogénico e quimiotatico para
células endoteliais que migram para o leito daolesdginando novos vasos sanguineos
(MUTSAERS et al., 1997). A neoangiogénese € fundaahgara a evolugdo do processo
cicatricial, pois, 0s novos vasos formados fornge&s nutrientes necessarios para as células
presentes no local da leséo.

Algumas lectinas ligadoras de glucose-manose denaoasy atividade
antiinflamatéria quando injetadas intravenosameste ratos. A lectina deCanavalia
brasiliensis embora pertenca ao mesmo grupo dessas lectinas,possui atividade
antiinflamatéria quando injetada por via intravem@SSREUY et al., 1997). Contudo, nesse
estudo, onde as lesBes foram tratadas através liacdp topica da lectina, os sinais
inflamatorios observados durante a avaliacao eifedema) foram menos intensos no grupo
ConBr, quando comparados aos demais grupos expeaim¢rigura 01).

Estudos indicam, que durante a fase inflamatoérike@as induzem a producgéo de

oxido nitricoin vitro ein vivo (ANDRADE et al., 1999). O éxido nitrico € fundamanpara
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0 processo inflamatorio atuando como vasodilatadotjmicrobiano e promovendo a
permeabilidade vascular. Possui também efeito rftamnatério atuando como
quimioatraente para citocinas como a Interleucinand potente modulador da proliferacao,
recrutamento e diferenciacdo de queratinocitos, -FGF (Fator de Crescimento de
Fibroblastos-1), mondcitos e neutrdfilos, favoreltea angiogénese e auxiliando a ativacéo
de fibroblastos (SONEJA et al., 2005).

Durante a fase inflamatoria, ou seja, até o 2%di@. observou-se no grupo ConBr,
uma menor degradacdo do azocolageno, que poderiposeim menor afluxo de células
inflamatorias ao local da leséo, uma vez que aaissimflamatorios foram menos intensos
nesse grupo, pois, algumas lectimasvitro sdo capazes de ativar ou inibir a atividade de
algumas gelatinases (DUBOIS, 1998). O perfil datgdnas realizado através de eletroforese
SDS-PAGE demonstrou a presenca de proteinas camnmpascular de 67 kDa em todos os
grupos, sugerindo a presenca da metaloproteingdb#vEP-2) nos homogenatos obtidos a
partir das lesdes cutaneas (Figura 02).

Segundo Ovington (2007), o comportamento normatadesnzimas seria um pico
enzimético durante a fase inflamatdria da cicatéipa e entdo um declinio no estagio de
aparecimento de tecido de granulagao e subsequemtemovo tecido epitelial no ferimento.
Neste estudo, ndo foi observado pico de atividaderética em nenhum grupo experimental
durante a fase inflamatdria, no entanto, o grupnBEZimanose durante esta fase obteve um
comportamento na atividade enzimatica mais elevaquiando comparado aos demais grupos,
fato este que poderia explicar a melhor evolu¢&iedgrupo no decorrer do experimento
(Figura 03). Apesar dos resultados da diferencarobda na atividade colagenolitica, os
grupos foram semelhantes quanto aos achados hdtogieos observados (Figura 04).

A lectina ConBr estimula o afluxo de macréfagos myea injetada por via

intraperitoneal em camundongos C3H/HeJ (RODRIGUEAL.£1992). Os macrofagos séo as
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principais células da reacdo inflamatoria. Muit@dofes de crescimento secretados por
macrofagos influenciam a proliferacdo celular. Comxemplos, o TGk (fator de
crescimento transformante) tem um importante papel na migracdo de queratose
reepitelizacdo. TGB4, TGF$2 e TGFB3 promovem a migracdo de fibroblastos e células
endoteliais e a deposi¢cdo de matriz extracelulafipmblastos durante a formacéo do tecido

de granulacao (LI et al., 2007).

Durante a fase de fibroplasia (7° dia P.O), no gr@omnBr observou-se que a
utilizacdo da lectina nas lesdes cutaneas favor@eswlucdo da cicatrizacdo, com um maior
afluxo de fibroblastos ao leito da ferida e desénrento do tecido de granulagdo com
padrdo fibrovascular, este padrdo de organizacawbém foi observado nos grupos
ConBr/manose e manose, porém o grupo ConBr destmcquor apresentar uma crosta
presente no leito da ferida (Figura 05). A crosiaes como uma matriz provisoria através da
qual as células envolvidas no reparo tecidual mmgrdurante o processo cicatricial

(MARTIN, 1997).

Sell e Costa (2003) demonstraram que lectinas @dazes de diminuir a proliferacéo
de fibroblastosn vitro. A analise histopatolégica do grupo ConBr suge ajlectina isolada
da Canavalia brasiliensis ndo exerceu influéncia negativa sobre a migrac@ookferacéo
fibroblastica. Durante a cicatrizacdo de les6esowimento de fibroblastos no leito da ferida
promove a formacdo da nova matriz extracelular deposicdo de colageno (SUMITRA et

al., 2005).

Quanto ao perfil da atividade colagenolitica na fds fibroplasia, os grupos ConBr,
NaCl e manose apresentram aumento desta atividadel&cao a fase inflamatoria, porém no

grupo ConBr/manose, observou-se um declinio désidade.

Nesse estudo, observou-se que houve diferencdstestanente significativas entre

as areas médias das feridas dos grupos ConBr emaigl grupos analisados na fase de
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fibroplasia sugerindo que a lectina @anavalia brasiliensis quando aplicada topicamente

promove a ativacao de células envolvidas no proceisatricial, favorecendo a evolucao do

mesmo. A diferenca observada entre os grupos CenBonBr/manose, durante a fase de
fibroplasia, sugere um possivel envolvimento dio $igador de carboidratos na ativacédo das
células envolvidas na evolucdo do processo ci@dtna fase de fibroplasia.

Sugere-se que 0 passo inicial da interacdo entiectisas e as células seja a ligacéo
com carboidratos da superficie celular. Estudokizestos por Freire et al (2003), Alencar et
al (2003), demonstraram a diminuicéo dos efeitokbicos das lectinas analisadas quando as
mesmas foram conjugadas com 0s seus respectivoaraglespecificos. Contudo em nossos
achados histopatologicos verifica-se que na faseed®delacdo (12° dia P.O.), a lectina
ConBr conjugada a manose apresentou melhor padrawganizacdo das fibras colagenas
(Figura 06), o que pode esta relacionado com arnadéiidade proteolitica observada neste
grupo, diferentemente dos demais grupos, ondelfserwvado um declinio desta atividade.
Vale ressaltar que alguns autores indicam a praseacsitios hidrofébicos adicionais nas
lectinas (BARONDES, 1988), os quais podem estapleilos em alguns dos seus papéis
biolégicos, inclusive podendo ser esta uma expicggara a atividade de lectinas, mesmo

com seus sitios ligadores de carboidratos ocupados.

A melhor organizagdo da matriz extracelular podsito devido ao favorecimento da
migracédo dos fibroblastos no leito da lesdo comweseqiente aumento na producdo das
metaloproteinases que nesse periodo do processdricad Sdo responsaveis pela
remodelacdo do colageno recém sintetizado, comiticeelo por Grinnel (2003), as MMP

facilitam a migracdo dos fibroblastos através daimextracelular e do leito da les&o.

A lectina isolada das sementes @anavalia brasilienss favoreceu o processo

cicatricial das lesdes cutaneas experimentaisptaptesentado um melhor efeito sob o ponto
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de vista histopatolégico, quando usada em assaciagé a manose, que possivelmente esta

relacionado com a maior atividade colagenoliticeeobada na fase de remodelacéo.

COMITE DE ETICA ANIMAL

Todos os procedimentos foram realizados de acamoas normas preconizadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal-COBEAoeprotocolo experimental foi

aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universagdderal de Pernambuco.
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Figura 1. Aspecto macroscépico das lesBes cirdrgicas xpetaige durante a evolugdo do processo
cicatricial. 2° dia de pd6s-operatério (P.O.): Augw NaCl; B, grupo manose; C, grupo ConBr; D, grupo
ConBr/manose. 7° dia P.O.: E, grupo NaCl, F, gnmmamose, G, grupo ConBr/manose, H, grupo ConBr. 12°
dia P.O.: |, grupo NaCl, J, grupo manose, K, grGpoBr/manose; L, grupo ConBr.
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Figura 2. Perfil de proteinas dos homogenatos provenierdgesathostras obtidas a partir das lesbes cirdrgicas
experimentais no 2°, 7° e 12° dias de p6s-opevatori
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Figura 3. Atividade colagenolitica das proteinases presentsshomogenatos obtidos das lesbes cirargicas
experimentais dos grupos NaCl, manose, ConBr e @om@Bose no 2°, 7° e 12° dias de pds-operatério. Os
resultados foram expressos como média + desviddpadletras diferentes indicam diferencas estadistente
significativas a um nivel de significAncia de 5% .
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Figura 5. Aspectos histopatolégicos das lesfes cirdrgicasrargntais no 2°, 7° e 12° dias de p4s-operatbyio.
grupo NacCl; 2, grupo manose; 3, grupo ConBr; 4pgrGonBr/manose. C, crosta, T, tecido de granulacio
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Figura 6. Aspectos histopatoldgicos das lesdes cirargicper@mentais no 2°, 7° e 12° dias de pos-operatbyio.
grupo NacCl; 2, grupo manose; 3, grupo ConBr; 4pgr€onBr/manose. C, crosta; E, epitélio; F, teaido
granulacéo fibrovascular,



