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RESUMO

AVALIACAO DO EFEITO DA LECTINA DE Cratylia floribunda EM FERIDAS
CUTANEAS EXPERIMENTAIS. Ingrid Samantha Tavares de Figueiredo.
Orientadora: Prof?. Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar. Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2008.

O trauma tecidual é seguido por uma cascata de eventos celulares e bioquimicos que
resulta na formacao da ferida cicatrizada. Este processo pode ser dividido em trés fases:
inflamagao, proliferacdo e remodelagdo. Lectinas sao (glico) proteinas que podem
reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos ou a outras substancias derivadas de
acucares. Cratylia floribunda é uma espécie de leguminosa, encontrada exclusivamente na
América do sul da qual foi isolada a lectina de Cratylia floribunda (CFL). O objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos do tratamento tépico diario com a CFL em um modelo de
cicatrizagdo de lesdes cutdneas em camundongos. Feridas cirdrgicas (1cm?) foram
produzidas sob condi¢des assépticas na regiao dorsal de camundongos Swiss albinos (27-
339, n= 23/grupo), sendo estes posteriormente randomizados em dois grupo experimentais
de acordo com o tipo de tratamento estabelecido: grupo C (solugéo salina) ou grupo CFL
(100 pg/mL). As feridas foram tratadas diariamente com 100 pL de cada solugé&o durante
todo o periodo pés-operatério (PO). As lesbes cutaneas foram submetidas a avaliages
clinicas diarias durante 12 dias, onde investigou-se parametros macroscépicos relacionados
a fase inflamatéria e de fibroplasia. Os fragmentos de pele retirados nos dias de bidpsia (29,
7° e 12° dias PO) foram processados e analisados histopatologicamente. Paralelamente,
verificou-se a capacidade da lectina em induzir a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a) por macréfagos in vitro. CFL reduziu a frequéncia, intensidade e a duragéo dos
sinais flogisticos edema e hiperemia. No 102 e 112 dias PO a presencga de crosta nas feridas
do grupo tratado com a lectina foi significativamente menor (p<0,05) que no grupo controle.
CFL antecipou a formagdo do tecido de granulacdo, sendo este visualizado em maior
percentual das lesdes cutaneas. O grupo CFL apresentou um maior percentual de contragao
das areas das lesdes desde os primeiros dias de tratamento e se manteve até o 12° dia PO
(p<0,05). As maiores diferengas entre os percentuais de contracdo das lesdes entre os
grupos ocorreram no 1°dia PO (diferenca de 22,5%) e no 5° dia PO (diferenca de 20,5%).
As areas compreendidas pelas curvas (ASC) de evolugdo em ambos os grupos demonstrou
diferenca estatistica entre os grupos (C - 6,27 + 0,85; CFL - 4,00 = 1,28, p<0.05). Em
relagéo ao grupo C, CFL apresentou de forma significativa (p<0,05) um maior percentual de
animais com feridas cicatrizadas no 10° e 11° dia de PO. O tratamento com a lectina
antecipou o surgimento de tecido cicatricial, sendo estatisticamente significante (p<0,05) a
frequéncia com que este foi observado no 6° e 8° dia PO. As analises histopatologicas
mostraram que o tratamento com a CFL favoreceu a resolugédo da fase inflamatéria. Além
disso, a fase proliferativa foi antecipada no grupo CFL, sendo este aspecto evidenciado pela
presenca de um tecido de granulacdo fibroso desde o 7° dia de PO, enquanto que no
mesmo periodo, as lesées do grupo C apresentavam uma formacao inicial deste tecido. No
12° de PO foi observado uma completa reepitelizacdo das lesbes tratadas com CFL,
enquanto que no grupo C um tecido de granulacdo sendo ainda invadido por fibras
colagenas. CFL in vitro estimulou a liberacdo de TNF- a em cultura de macréfagos
peritoneais de camundongos. Esses resultados mostram que a lectina de Cratylia floribunda
modula a fase inflamatéria do processo cicatricial de lesdes cutdneas em camundongos.
Hipotetizamos que in vivo a lectina estimula células residentes (macroéfagos) a liberagao de
TNF-a. Em conjunto, esses resultados revelam que a CFL favorece o reparo de lesoes.

Palavras-chave: Lectinas de plantas; Cicatrizagdo de Feridas; Tecido de granulacdo



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT FROM Cratylia floribunda LECTIN IN
EXPERIMENTAL CUTANEOUS WOUNDS. Ingrid Samantha Tavares de
Figueiredo. Surperviser: Dr. Nylane Maria Nunes de Alencar. Department of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2008.

The tissue injury evokes a physiological process of complex cellular and biochemical events
that results in wound healing. This process can be divided into three phases: inflammation,
proliferation and remodeling. Lectins are (glyco)proteins that can recognize and reversibly
bind to carbohydrates or other substances derived from sugars. Cratylia floribunda is a
leguminous species, found only in South America, from which was isolated Cratylia
floribunda lectin (CFL). The aim of this work was to evaluate the topical treatment of
cutaneous wounds using CFL at a cicatricial model. Surgical wounds (1cm?) were produced
aseptically in the dorsal region of male Swiss mice (27-33g; n=23/group), which were
randomized in two experimental groups according to the treatment set: C (150 mM NaCl) or
CFL (100 pg/mL). Wounds were treated topically, daily, with 100 puL from each solution
throughout all the post-operative period (PO). Clinical evaluation of the skin lesions was
performed along 12 days and the parameters investigated were some macroscopic signals of
inflammation and fibroplasia. Cutaneous biopsies have been carried out at 2", 7" and 12"
PO to histopathological analysis. In parallel, the ability of the lectin to induce the in vitro
macrophage release of TNF-a, a pro-inflammatory cytokine, was evaluated. CFL reduced the
frequency, intensity and duration of some flogistics signals, such as edema and hiperemy. At
10th and 11th PO the wounds treated with CFL had significantly less crust (p <0.05) than the
lesions of the C group. CFL anticipated the formation of granulation tissue, being displayed in
a greater percentage of skin lesions. The CFL group injuries presented a higher percentage
of area contraction at the firsts day of treatment and this effect remained until the 12th PO
(p<0,05). The major differences of the area contraction between the groups occurred at 1st
PO (22.5%) and 5th PO (20.5%). CFL group showed a statistically lower area under the
curve (AUC) of the area measures than the C group (C-6,27+0,85; CFL- 4,00£1,28, p<0.05).
Compared to control group, CFL group showed a significant (p <0.05) percentual of animals
with healed wounds at 10" and 11" PO. Treatment with the lectin anticipated the appearance
of the cicatricial tissue, being statistically significant (p <0.05) the frequence that it was
observed at 6th and 8th day PO. The histopathological analyses revealed that the treatment
with CFL diminished the inflammatory phase of the wound healing. Moreover, the
proliferation phase was anticipated in CFL group, since there was a fibrous granulation tissue
since 7th PO on the lesions treated with CFL, while, at the same period in the C group
lesions, there was an initial formation of the granulation tissue. At 12" PO, it was observed a
complete reepithelization of the lesions treated with CFL, while, in C group lesions, there was
a few collagen fibers among the granulation tissue. CFL stimulated the in vitro release of
TNF-a in peritoneal macrophages culture of mice. Those results show that Cratylia floribunda
lectin modulates the inflammatory phase of the cicatricial process from cutaneous lesions in
mice. We postulate that in in vivo the lectin stimulates resident cells (macrophages) for
liberation of TNF-a. Together, those results reveal that CFL favors the repair of lesions.

Keywords: Plant lectins; Granulation tissue; Wounds healing
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1 INTRODUCAO

1.1 A pele

A pele é um 6rgao que reveste e delimita o organismo, protegendo-o e
interagindo com o meio exterior (Figura 1). Caracteristicamente dindmica, esta
apresenta alterac6es constantes, sendo dotada de grande capacidade renovadora e
de reparacao, e de certo grau de impermeabilidade. Tem como funcao maior e vital
a conservacdo da homeostasia (termorregulacdo, controle hemodinamico e
producdo de excrecdo de metabdlitos) e ainda desempenha funcdo sensorial,
através dos elementos do sistema nervoso situado na derme, e funcdo de defesa
contra agressoes fisicas, quimicas e biol6gicas, para qual se destacam, pela sua
importancia, a ceratinizagdo (queratinizacdo), o manto lipidico e o seu sistema
imunolégico.

Este 6rgao é composto por trés camadas interdependentes: a epiderme,
mais externa, a derme, intermediaria, e a hipoderme, mais profunda. A transicao
entre a epiderme e a derme é denominada de juncdo dermoepidérmica ou zona de
membrana basal (AZULAY; AZULAY, 2006).

A epiderme consiste em camadas organizadas de epitélio estratificado
com uma transicdo bem definida de forma e estrutura celular, tanto que ao
microscépio, podem ser observadas camadas distintas da epiderme. Da parte mais
profunda para a superficie, sdo chamadas de camada basal ou camada germinativa,
camada espinhosa, camada granulosa e camada cérnea.

O sistema queratinocitico € responsavel por, pelo menos, 80% das
células epidérmicas, sendo este sistema caracterizado por sua constante renovacao.
O alto indice de multiplicacao celular dos queratinécitos da camada basal fornece as
células que gradativamente se diferenciam e formam a camada espinhosa. Apos
este processo, estas células passam por um rapido estagio de diferenciacédo
(citoplasma mais basofilico e granuloso), representando a camada granulosa, que
posteriormente transformam-se subitamente em células anuceladas, cornedcitos,
sendo finalmente eliminados para o meio ambiente na camada mais externa da

epiderme, a camada cornea.
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Sao necesséarios 14 dias em média, para que uma célula migre da
camada basal para a cérnea, e cada célula permanece cerca de 14 dias neste
ultimo.

A interface entre a epiderme e a derme € conhecida como zona da
membrana basal ou juncdo dermoepidérmica, cuja funcdo principal é a adesao
dermoepidérmica. Além disso, funciona como suporte a epiderme, determinando a
polaridade do seu crescimento, fornecendo sinais para seu desenvolvimento,
dirigindo a organizagao do citoesqueleto das células basais e servindo como barreira

semi-permeavel (IRION, 2005; AZULAY; AZULAY, 2006).

Camada cmea
Camada granulosa
Camada
espinhosa ou
Camada de
Malpighi

~ Camada basal

Epidarme

Derme papilar

—— Fibras colagenas

— Fibras elasticas

— Capilares

Derme reticular

Hipoderme

Figura 1 — Representacao esquematica da pele humana.
Fonte: PEREIRA, 2008
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A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da
epiderme até o tecido adiposo subcutaneo. Nesta camada situam-se os anexos da
pele, muitos vasos sanglineos, vasos linfaticos e nervos; além de diferentes tipos de
células, incluindo fibroblastos e fibrécitos, macrofagos, mastécitos e leucocitos
sanguineos, particularmente neutréfilos, eosindfilos, linfécitos e monécitos.

Esta camada pode ser dividida em (1) camada papilar, mais externa, e (2)
camada reticular, mais interna. A primeira é composta principalmente por colageno
tipo Il e IV, tendo como principal caracteristica a rede de vasos sanguineos e
linfaticos organizados em plexos. A segunda é muito mais espessa do que a
primeira. Caracteriza-se por fibras mais densas, tendo o colageno tipo | uma
organizacao semelhante a uma malha com direcao preferencial. Esta organizacao é
importante para a identificacdo da direcao preferencial da contracdo cutinea apés
uma lesdo (ARNOLD et al., 1994; IRION, 2005).

O colageno é uma proteina que corresponde a aproximadamente 75% do
peso seco da derme e que prové resisténcia e elasticidade ao tecido. Os diversos
tipos de colageno tém em comum o fato de serem compostos por trés cadeias
polipeptidicas (cadeias alfa), com uma sequéncia fixa de glicina a cada 3° posicao,
intercaladas por dois outros aminoacidos, que muito frequentemente, sao a prolina e
a hidroxiprolina. Essa composicao faz com que as trés cadeias se entrelacem de
modo helicoidal, a semelhanga de uma corda, aumentando a resisténcia da
molécula a tracao.

No ser humano existem pelo menos 19 tipos de colageno, designados de
I a XIX. Os tipos I, Il, lll, V e XI sdo os colagenos intersticiais ou fibrilares e mais
abundantes. O colageno tipo | corresponde por 80% do colageno dérmico do adulto,
enquanto que o tipo Ill, que predomina na vida embrionaria, representa 10% do
colageno da vida adulta. O tipo IV € néo fibrilar (forma laminas em vez de fibrilas) e
representa o principal componente da membrana basal (BYERS, 2001; AZULAY;
AZULAY, 2006).

Ainda que a forca ténsil seja fornecida pelas proteinas da familia do
colageno, a habilidade dos tecidos em recuar (alongar-se e retornar ao tamanho
original) é proporcionado pelas fibras elasticas.

Estas fibras representam apenas de 1 a 2% do peso seco da derme e
formam uma rede que se estendem da juncao dermoepidérmica ao tecido conjuntivo

da hipoderme. Morfologicamente, consistem em um nucleo central feito de elastina,



22

cercado por uma rede periférica de microfibrilas. Embora sejam sintetizadas por
diversos tipos de células, inclusive queratindcitos, na pele a principal fonte de fibras
elasticas € o fibroblasto (MILEWICZ; URBAN; BOYD, 2000; AZULAY; AZULAY,
2006).

Entre as células e as fibras da derme encontra-se a substancia
fundamental ou matrix extracelular (MEC). Trata-se de um sol-gel viscoelastico de
polimeros hidrofilicos com capacidade de reter uma enorme quantidade de liquido
intersticial. Desta forma, a MEC tanto lubrifica como separa as fibras da derme,
permitindo que elas se movimentem livremente umas em relagdo as outras. Além
disso, a resisténcia do colageno as forcas de estiramento € favorecida pela ligacao
da MEC a esta proteina.

A MEC é representada principalmente por um grupo de moléculas
denominadas glicosaminoglicanos. Trata-se de compostos formados por cadeias de
polissacarideos ligados a proteinas que sao metabolizados e degradados pelos
fibroblastos. Os mais comuns glicosaminoglicanos séo o acido hialurénico, sulfato de
condroitina a 4%, o dermatan sulfato e o heparan sulfato. Os diferentes tecidos
conjuntivos no corpo apresentam proporcdes diferentes destas moléculas
especificas. Em relacdo a pele normal, o tecido cicatricial apresenta reducdes
dramaticas no acido hialurénico, ja o sulfato de condroitina alcanca propor¢cdes

semelhantes aquelas dos tenddes e ossos (IRION, 2005).

1.2 Cicatrizacao

1.2.1 Aspectos gerais

A capacidade auto-regenerativa € um fend6meno universal nos organismos
vivos. Nos organismos unicelulares, esta restrita a presenca de enzimas
responsaveis pela recuperacao de elementos estruturais (como os constituintes do
citoesqueleto, membranas e paredes celulares) e de moléculas de alta
complexidade (como proteinas de elevada complexidade estrutural, RNAs e o DNA).
Em organismos superiores, além destes, também ocorre o reparo de tecidos que
pode se dar de duas formas distintas: (1) pela regeneracao ou (2) pela cicatrizacao.

A primeira envolve a reconstituicio dos componentes teciduais de forma idéntica
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aqueles destruidos, como nos ferimentos superficiais cutdneos que somente danifica
o epitélio. A cicatrizagdo, pelo contrario, € uma resposta fibroproliferativa, na qual os
anexos epidérmicos ndo se regeneram e mantém uma cicatriz de tecido conjuntivo
em lugar da rede mecanicamente eficiente de coldgeno na derme néo ferida
(ROBBINS; COTRAN, 2005).

Como desencadeante da cicatrizacao, ocorre perda tecidual, a partir da
qual o fisiologismo volta-se completamente para o reparo, através de uma
organizada e complexa cascata de eventos celulares e bioquimicos representados
pelo movimento de células especializadas para o sitio da lesdo e que resulta ao final
na formagdo da ferida cicatrizada (DIEGELMANN; EVANS, 2004). A ferida em
cicatrizacdo é um tecido extremamente complexo e dindmico que em determinados
aspectos, poderia ser considerado como um 6érgao, mesmo que temporario
(KUMAR; WONG; LEAPER, 2004).

O trauma tecidual é seguido por uma série de eventos que podem ser
didaticamente divididos em trés fases: inflamacao, proliferacdo e remodelacdo da
matriz extracelular, sendo estes eventos precedidos pela formacdo do coagulo
(hemostasia) na lesao, como ilustrado na Figura 2 (BRANSKI et al., 2005; SHIMIZU,
2005). Alguns autores dividem a cicatrizacdo em quatro estagios, iniciando-se com a
hemostasia, destacando a importancia da resposta vascular (Li; CHEN; KIRSNER,
2007).

Esta divisdo do processo cicatricial em fases, contudo tem apenas um
carater didatico, visto que a cicatrizacao caracteriza-se por sua continuidade e
interelagdo. Cada uma dessas fases envolve substancias biologicamente ativas,
celulares e intercelulares especificas, como as citocinas e fatores de crescimento,
que tém atividade sinalizadora, supressora e estimuladora no processo (WITTE;
BARBUL, 1997; CLARCK, 1996). A falha ou prolongamento de uma dessas fases
pode resultar em retardo da cicatrizacdo ou mesmo o ndo fechamento da ferida
(DIEGELMANN; EVANS, 2004).
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Figura 2 - Etapas do processo cicatricial de lesdes cutéaneas.
Fonte: Experts Reviews in molecular medicine ©, 2003. Cambridge University Press.

1.2.2 Hemostasia

Os eventos iniciais do processo de reparo estdo, nos primeiros
momentos, voltados para o tamponamento dos vasos. A injuria do endotélio (ruptura,
fissura ou erosao) favorece a exposicao do colageno subendotelial, disparando uma
seqliéncia de eventos que se inicia com a deposicao de plaquetas, que resulta na
formacao de um trombo plaquetéario, o qual provisoriamente tampona a leséo
endotelial (LEFKOVITS; PLOW; TOPOL, 1995). Em paralelo, a via intrinseca da
cascata da coagulacao é ativada, convertendo o fibrinogénio em uma rede de fibras
de fibrina insoliveis (SANTORO; GALDINO, 2005), fornecendo desta maneira uma
matriz extracelular (MEC) que alicercara a migracédo das células responsaveis pelo
desencadeamento do processo de reparo (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
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Destacam-se nesse momento as plaquetas, ndo apenas pelo seu
importante papel na formac¢ao do tampao hemostatico como também por influenciar
na formacao de um novo tecido através da liberacdo de citocinas e varios fatores de
crescimento extremamente implicados no reparo de lesées, entre os quais incluem-
se o0 Fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), Fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e Fator transformador de crescimento alfa (TGF-a) (LI;
CHEN; KIRSNER, 2007).

Além disso, a propria cascata da coagulacdo, componentes do
complemento e células lesadas geram uma série de fatores quimiotaticos que
associados atraem leucécitos para o local da lesdo. A ativagcdo endotelial por
quimiotaticos também estimula a liberagdo endotelial de moléculas de elastase e
colagenase, que por sua vez facilitam a penetracao celular através das membranas
basais de vasos sanguineos (AZULAY; AZULAY, 2006).

1.2.3 Fase inflamatéria

Intimamente ligada a fase anterior, a resposta inflamatéria consiste em
dois componentes principais: uma reacao vascular e uma reacao celular (ROBBINS;
COTRAN, 2005), podendo também ser compreendida pela fase inicial e tardia,
dependendo do tempo, duragdo da resposta e do tipo de célula inflamatéria
envolvida (ENOCH; LEAPER, 2007).

A resposta vascular tem inicio pela vasoconstricio mediada por fatores
neurogénicos e quimicos durante um periodo de segundos a minutos e, em seguida,
pela vasodilatacdo local que, por aumentar a permeabilidade vascular leva ao
extravasamento de fluido rico em proteina (exsudato) para o tecido extravascular. A
perda de proteina do plasma reduz a pressdo osmdtica intravascular e aumenta a
pressdo osmotica no fluido intersticial. Associado ao aumento da pressado
hidrostatica, que ocorre devido ao maior fluxo sanguineo através dos vasos
dilatados, esse fendmeno acarreta um extravasamento acentuado de fluido e seu
conseqlente acumulo no tecido intersticial. O aumento do fluido extravascular causa
o edema (ROBBINS; COTRAN, 2005).

Macroscopicamente este sinal flogistico é observado na forma de

“‘inchaco” ou tumor. Outros sinais tipicos da inflamacao também sao observados, tais
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como hiperemia “ruborizacdo” e aumento da temperatura na lesdo, que séao
caracterizados pelo intenso metabolismo local (CALVIN, 1998). Além destes, a dor
ocasionada pela sensibilizagdo das terminacdes nervosas locais pelas citocinas
tipicas desse estagio de reparo (GRINNELL, 2003) também esta presente na fase
inflamatéria.

Fase inflamatdria inicial (24-48h): neutré6filos derivados da circulagédo sao
atraidos poucas horas apds a injuria (Figura 3) e por diapedese atravessam a
parede dos vasos sanguineos proximos a lesdo (MULLER, 2003). A identificacdo de
moléculas com propriedades adesivas envolvidas neste processo mostrou que a
migracdo de leucécitos no espaco intravascular depende de uma interacdo entre
estas células e as células endoteliais, na qual ambas contribuem ativamente através
da expressdo em suas superficies de proteinas adesivas, denominadas como
moléculas de adesdo. Dentre estas, as selectinas tém sido extensivamente
estudadas.

Selectinas sao lectinas que interagem com agucares e/ou glicoproteinas,
responsaveis pela adesdao de leucoOcitos e necessarias para a migracao destas
células inflamatérias no endotélio vascular. Desta forma, favorecem o passo inicial
na sequéncia dos eventos que resultara na infiltracdo dos neutréfilos aos sitios de
injuria. Estruturalmente, as selectinas apresentam um dominio lectinico (responsavel
pela sua propriedade adesiva) e uma série de dominios semelhantes as proteinas
do complemento (CRONSTEIN; WEISSMAN,1993; ROSSITER; KUPPER, 1997).

Embora as lectinas enddgenas (selectinas) estejam envolvidas no
processo de adesdo, elas ndo sao as Unicas a participarem deste, pois outras
moléculas como as imunoglobulinas e as integrinas também contribuem para o
mesmo. No entanto, demonstrou-se que as selectinas estdo principalmente
envolvidas com a fase de rolamento dos leucécitos ao endotélio vascular (PANES;
PERRY; GRANGER, 1999).

A infiltragdo leucocitaria na lesdo ocorre em resposta a varios fatores, tais
como ativagcado da via classica e alternativa da cascata do sistema complemento,
além dos fatores quimiotaticos gerados durante a hemostasia pelas plaquetas,
células do sistema imune ou ainda peptideos de origem bacteriana (PARK;
BARBUL, 2004; SZPADERSKA; DIPIETRO, 2005).

O papel principal nos neutrofilos é inicialmente a fagocitose e o
debridamento da lesdo. Sabe-se que uma disfuncdo na acédo dos neutrdéfilos resulta
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em processos infecciosos e complicacées nas lesdes. Além disso, outros estudos
propdem um papel benéfico dos neutréfilos no processo da cicatrizagéo, atraves da
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias que ativam fibroblastos e queratinécitos
(WERNER; GROSE, 2003), além do fator estimulador de colénias de macréfagos e
granulécitos - GM-CSF (CANTURK; ESEN; VURAL, 2001).

Figura 3 - Esquema que ilustra o recrutamento de células inflamatoérias a leséao.
Fonte: MARTIN; LEIBOVICH, 2005.

Fase inflamatéria tardia (48-96h): Inicialmente, os mondcitos teciduais
sao atraidos a lesdo, através da quimiotaxia por fragmentos de colageno oriundos
da degradacdo da matrix extracelular e fragmentos de fibronectina e trombina (LlI;
CHEN; KIRSNER, 2007). Em seguida, estas células se diferenciam em macroéfagos,
que participam concluindo o processo inflamatério, removendo por fagocitose
neutréfilos remanescentes que perderam sua funcdo (NEWMAN; HENSON;
HENSON, 1992) e detritos celulares, sendo este processo facilitado pela produgéao
de enzimas como a colagenase e elastase (PARK; BARBUL, 2004; SZPADERSKA;
DIPIETRO, 2005). A ligagdo dos macrofagos a membrana celular bacteriana com
consequente geracao de radicais de oxigénio, 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio
favorece sua acao antimicrobiana (LI et al., 2007; PARK; BARBUL, 2004).
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Os macro6fagos tornam-se a populagao celular predominante na area da
injuria antes da migracao de fibroblastos e da replicacado. Alteracdes fisico-quimicas
do microambiente favorecem a ativacdo dos macréfagos. Nas regides distais onde
0Ss vasos se romperam, o aporte de oxigénio fica comprometido em funcdo da
formacao do trombo. O influxo de macréfagos para esta regiao aumenta a demanda
por oxigénio com consequente elevacao das concentracdes de acido lactico e queda
do pH. Esta combinacao: hip6xia, baixo pH e alta concentracdo de acido lactico,
ativa macrofagos para a producao de fatores de crescimento (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005).

A maior contribuicdo dos macréfagos na cicatrizacao de feridas € devido a
secrecao de citocinas e fatores de crescimento, tais como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), fator de crescimento transformador beta (TGF-B),
fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF),
entre outros fatores que agem de forma paracrina na ativacao e recrutamento de
outras células envolvidas na cicatrizagdo, como outros macréfagos e linfocitos. Em
adicao, estas citocinas favorecem a quimiotaxia para fibroblastos, promovendo a
proliferacdo e sintese de colageno, bem como para outras células envolvidas no
reparo, tais como as células endoteliais.

Através destas fungdes, os macréfagos influenciam a angiogénese,
fibroplasia e a sintese da matriz extracelular (PARK; BARBUL, 2004; ROBBINS;
COTRAN, 2005). A presenca dos macréfagos na ferida € um marcador que a fase
inflamatéria esta em seu final e esta se iniciando a fase proliferativa (DEODHAR et
al., 1997; WITTE et al, 1997; SINGER; CLARK,1997; DIEGELMANN; EVANS,
2004).

Os linfocitos T migram para a lesdo apdés os macrofagos, de forma
significativa entre 0 8° e 14° dia ap6s a injuria, podendo persistir por quatro meses
(MARTIN; MUIR, 1990). A ativacdo ocorre em resposta a antigenos apresentado
pelos macréfagos, o que resulta na proliferacdo de células T especifica a estes
antigenos (CHANG et al., 2000).

Segundo Peterson et al. (1987), a deplegao total de linfécitos T (CD4" e
CD8") por anticorpos monoclonais em camundongos resultou em um decréscimo da
forca ténsil e no conteudo de colageno na ferida. Outros estudos demonstraram que
a deplegcdo somente de linfécitos T CD4" por anticorpos monoclonais em ratos
adultos submetidos a timectomia resultou no decréscimo da forca ténsil de lesdes,
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enquanto que a deplecao de linfécitos T CD8" resultou no aumento da forga ténsil,
sugerindo que linfécitos T CD4" possam ter um papel benéfico no controle
cicatrizacao de feridas (DAVIS et al., 2001).

Provavelmente os linfocitos, ndo somente confere uma protecao contra
infecgbes, enquanto o processo cicatricial ocorre, mas também estimulam o
desenvolvimento e regulam o processo para 0s proximos estagios da cicatrizacao
(CHANG et al., 2000).

Tem sido demonstrado que no processo de cicatrizacdo o 6xido nitrico
(NO) néao é apenas um agente antimicrobiano (EFRON; MOST; BARBUL, 2000), ja
que em modelos murinos, a inibicdo da oxido nitrico sintase induzida (iINOS)
prejudica significativamente o processo de reepitelizacdo (STALLMEYER et al,
1999). Segundo Yamasaki et al. (1998) a inibicAo desta enzima resulta no
prolongamento do tempo de oclusdo de feridas abertas. Em outros estudos, esta
inibicao resultou na diminuicao da deposicao de colageno em lesdes (SCHAFFER et
al, 1999; EFRON et al; 2001). Em experimentos in vivo, fibroblastos de
camundongos knock out para iINOS demonstraram diminuidas proliferagéo, sintese

de colageno e contragao (SHI et al., 2001).

1.2.4 Fase proliferativa

A fase proliferativa é responsavel pela restauracao da pele apos a leséao,
sendo didaticamente dividida em trés subfases: reepitelizacdo, angiogénese e
fibroplasia (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

A reepitelizacdo que se inicia poucas horas apés a agressdo, pelo
mecanismo de “efeitos de vizinhanca livre”, geralmente envolve diversos processos,
incluindo: migracdo de queratindcitos, seguida pela proliferacdo destas células e
restauragdo da zona da membrana basal. Em tecidos normais, este processo se
encontra inibido pelo contato existente entre as células pela “inibicdo por contato”.
Com a ocorréncia de uma lesdo, este mecanismo inibitério desaparece e as células
entram imediatamente em processo mitético (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).

A migracao de queratinécitos em resposta a perda da integridade

epidérmica representa o evento inicial na reepitelizacao. Aproximadamente 12 horas
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apods a injuria, uma série de eventos, incluindo, “achatamento” e “alongamento” dos
queratindcitos, dissolucdo da maioria dos tonofilamentos intercelulares e perda do
contato célula-célula e célula-matrix, ocorrem (SUN; COTSARELIS; LAVKER, 1991).
Estes fatores associados a ligacdo dos queratinécitos aos receptores de integrinas
presente em colagenos recém-formados no leito das lesdes, favorecem também a
etapa de migracao dos queratinécitos (PARKS, 1999).

A proliferacdo dos queratinécitos assegura um abastecimento adequado
de células para migrar e cobrir a lesdo. Importantes estimulos, tais como: fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de queratinédcitos (KGF) e fator
de crescimento transformador alfa (TGF-a), favorecem a migragéo e proliferacao dos
queratindcitos. Quando a migracao cessa, possivelmente como resultado do contato
por inibicdo, os queratinécitos reanexam-se a membrana basal e as células que
migraram a superficie diferenciam-se em epitélio estratificado (LAPLANTE et al.,
2001).

A formacdo da membrana basal, que ocorre entre 7 a 9 dias apds a
reepitelizacdo & essencial para o estabelecimento da integridade e fungao da pele,
uma vez que favorece adesdo aos queratindcitos através da formacao de ancoras
composta por filamentos de hemidesmossomas (UITTO; PULKKINEN; MCLEAN,
1997).

A ineficiéncia e dificuldade de constatacdo do processo mitético destas
células nas etapas iniciais sdo devidas a, ainda, inexisténcia de um substrato
adequado para na regido da ferida, que somente € fornecido quando o tecido de
granulagao alcanga o nivel da epiderme (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Em resposta a injuria, células endoteliais iniciam o processo da
angiogénese (MARX et al., 1994), que consiste na formag¢do de novos vasos. Esta
etapa favorece o surgimento do tecido de granulacdo, cuja principal funcéo é o
fornecimento de nutrientes e oxigenagdo ao tecido em crescimento. Este tecido é
composto de células inflamatérias, fibroblastos e uma matriz glicoproteica
apresentando vasos em formacéo, colageno e glicosaminoglicanas (MANDELBAUM,;
DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Recebeu essa denominagdo pela aparéncia
granular observada ao ser incisado, devido a presenca de numerosos capilares
neoformados (AZULAY; AZULAY, 2006), os quais sao extremamente exsudativos,
sangram com facilidade e apresentam uma coloracdo vermelha escura (Figura 4 A e
B).
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A hipdxia tecidual favorece a liberagao de fatores de crescimento (VEGF,
FGF e TGF-B) que contribuem nesta etapa, tendo como fonte varios tipo celulares,
entres eles: macrofagos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
danificadas. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), além do papel
central no crescimento de novos vasos sanguineos, aumenta a permeabilidade
vascular, como também é um pontente mitogénico as células endoteliais (SENGER
et al, 1997; ROBBINS; COTRAN, 2005; TSIROGIANNI; MOUTSOPOULOS;
MOUTSOPOULQS, 2006). Este fator é expresso em baixos niveis na pele normal,
enquanto que na cicatrizacdo sua expressdo € altamente regulada (DETMAR,;
BROWN; BERSE, 1997).

Ao final desta etapa, quando o leito da ferida esta totalmente preenchido
pelo tecido de granulacdo, a angiogénese cessa e muitos dos vasos degeneram-se
por apoptose (IBA; SHIBATA; KATO, 2004). Neste mesmo momento, a rede linfatica
estd passando por regeneragdo, onde lentamente o tecido de granulacdo é
enriguecido com mais fibras coladgenas o que comega a dar a regido lesada a
aparéncia de cicatriz empalidecida devido ao acumulo aumentado de colageno
dentro da cicatriz, acompanhado da regressdao dos canais vasculares (GUIDUGLI-
NETO, 1992; ROBBINS; COTRAN, 2005).

A fibroplasia representa um processo de proliferacdo de fibroblastos,
produgcdo de um novo colageno e outras proteinas da matrix, que também
contribuem na formacao do tecido de granulacao (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A migracdo de fibroblastos ao local da lesdao e sua subseqiente
proliferacao sao deflagrados por fatores de crescimento multiplos, incluindo: TGF-
e PDGF, que além de estimular a migracao de fibroblastos, regulam a expressao de
integrinas. EGF e FGF modulam esta migracao e conferem uma acao mitogénica
aos fibroblastos, além das citocinas IL-1 e TNF, que também contribuem neste
processo. As fontes desses fatores de crescimento e citocinas incluem plaquetas,
células inflamatérias (principalmente macrofagos) e o endotélio ativado (GAILIT et
al., 1996; ROBBINS; COTRAN, 2005).

O fibroblasto representa a estrutura celular predominante na fase
proliferativa, constituindo a célula critica na formacéao do tecido de granulacdo. Esta
célula produz e deposita grandes quantidades de elementos da MEC, como as fibras
colagenas tipo | e Il, que contribui para o fechamento da lesdo (CARVALHO, 2002),
fibronectina que atua como substrato a deposicdo da MEC, &cido hialurénico que
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auxilia na resisténcia do tecido a compressao (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005),
fibras elasticas e proteases que sdo importantes na remodelacdo da ferida
(DEODHAR et al., 1997; WITTE; BARBUL, 1997; PRATHIBA et al., 2000).
Gradualmente, os fibroblastos mudam seu fendtipo migratério para um
fendtipo profibrotico, os miofibroblastos, que apresentam caracteristicas
intermediarias entre fibroblastos e uma célula muscular lisa (KURAKONDA et al.,
2000). Os miofibroblastos contém elevadas concentragdes de actinomiosina e séao
fundamentais no processo de neoformacédo dermal e contragdo das margens da

lesdo, alinhando-se a elas e unindo-as, sendo este processo possivel pela

capacidade de extensdo e retragdo das fibras coldgenas (MUDERA et al., 2002;
MOULIN et al., 2000; GOMATHI et al., 2003).

Figura 4 - Representacdo da fase de fibroplasia. A) representa o aspecto macroscépico do tecido de
granulacao em uma ulcera de perna (ASHTON, 2004). B) representa o processo de fibroplasia (COTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 2000)
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1.2.5 Fase de remodelacao

O processo de remodelamento da cicatriz tem a deposi¢do de colageno
na ferida como principal caracteristica. A substituicdo do tecido de granulacao por
uma cicatriz envolve transicdes na composicdo da MEC: de inicio constituido
principalmente por fibrina e fibronectina e por ultimo, os colagenos fibrilares tornam-
se proteinas predominantes na matriz que sdo importantes para o desenvolvimento
da resisténcia na cicatrizagédo de feridas (WITT; BARBUL, 1997; KURAKONDA et al.,
2000).

Durante os estagios iniciais da cicatrizagdo, entre 48 a 72 horas apés a
injuria, predomina o colageno tipo lll, sintetizado e secretado pelos fibroblastos no
tecido de granulacao, tendo sua sintese aumentada entre 0 5° e 7°dia e alcancando
um maximo entre 2 e 3 semanas apoés a lesao.

A sintese colagenosa pelos fibroblastos € intensificada por varios fatores,
incluindo os fatores de crescimento (PDGF, FGF, TGF-B) e as citocinas (IL-1, IL-13).
Durante o periodo de 1 ano ou mais, a derme gradualmente retorna ao fenétipo de
pré-injuria, que consiste em grande parte de colageno tipo |, enquanto que o tipo Il
se submete a degradacao. O processo desta conversao na derme, compreendida
pela sintese de coladgeno novo e lise do colageno velho é realizado principalmente
pela acdo de metaloproteinases da matriz (MMPs), proteases que geralmente nao
sdo detectadas no tecido normal, mas sao induzidas preferencialmente durante os
estagios de reparo, em resposta a citocinas e fatores de crescimento (BOOTH;
POLAK; UITTO, 1980; VISSE; NAGASE, 2003; ROBBINS; COTRAN, 2005; LI;
CHEN; KIRSNER, 2007).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas da
familia zinco-endopeptidases que regulam eventos fisioldégicos, ndo apenas o
remodelamento da MEC como também influenciam outras funcdes celulares, como a
proliferacao e apoptose. Esta familia de enzimas incluem colagenases intersticiais
(MMP-1, 2 e 3), que clivam o colageno fibrilar dos tipos |, Il e lll; gelatinases (MMP-2
e 9), que degradam o colageno amorfo, bem como a fibronectina; estromelisinas
(MMP-3, 10 e 11), que atuam numa variedade de componentes da MEC, incluindo
proteoglicanas, laminina, fibronectina e colagenos amorfos. As MMPs sao
produzidas por varios tipos de células (fibroblastos, macréfagos, neutréfilos, células
sinoviais e algumas células epiteliais). Suas secrecdes sao induzidas por certos
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estimulos, incluindo fatores de crescimento (PDGF e FGF), citocinas (IL-1, TNF),
estresse fisico, e sao inibidas por TGF-p e esterdides.

Alguns dos fatores de crescimento que estimulam a sintese de colageno e
outras moléculas de tecido conjuntivo também modulam a sintese e ativacao de
MMPs, tais como os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) e fatores de
crescimento. Por exemplo, o fator quimiotatico PDGF estimula a liberagcdo dessas
enzimas pelo fibroblasto, enquanto que o TGF induz a secrecao de inibidores de
proteinases, demonstrando o controle minucioso da degradacao da matriz durante a
migracdo de fibroblastos. O equilibrio entre a sintese e a degradacdo da MEC
resulta na remodelacédo da estrutura do tecido conjuntivo, sugerindo que o acumulo
de colageno final, entretanto, depende ndo somente da sintese colagenosa
aumentada, mas também da degradacdo diminuida (AZULAY; AZULAY, 2006;
ROBBINS; COTRAN, 2005).

Ao final desta etapa, a cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa
fibrética acrescida de fibras colagenas. Em resultado ao processo de remodelagao, a
lesdo torna-se mais resistente, apés o colageno ter sofrido maturacdo. Observa-se
apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais. Os anexos da pele, como os
foliculos pilosos e glandulas sofrem regeneracdo limitada e a coloracdo da cicatriz
permanece palida, pois a regeneragdo dos melandcitos é deficiente e as cicatrizes
sao hipo-vascularizadas devido ao desaparecimento dos neocapilares (JOHNSTON,
1990; DIPIETRO; BURNS, 2003).

Varios fatores tanto locais como sistémicos podem determinar alteragcéo
no desenvolvimento do processo normal de cicatrizacao, levando a retardo ou
mesmo prolongamento do processo cicatricial. Os fatores locais mais importantes
que determinam alteracbes no processo cicatricial sdo: a infeccdo, a técnica
cirurgica, os hematomas na ferida, presenca de corpos estranhos, a isquemia
tecidual e os curativos. Tém sido relatados fatores sistémicos que alteram a
cicatrizagdo como: a desnutricao, a obesidade, a diabetes, a sépsis, a deficiéncia de
oligoelementos, a deficiéncia de vitaminas entre outros (BARBUL et al., 1994;
MAKELA et al., 1995; DEODHAR et al., 1997; SCHAFFER; BARBUL, 1998; MANDAI
et al., 2001).
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1.3 Lectinas

1.3.1 Defini¢ado e classificagéao

As lectinas sdao moléculas biologicamente ativas que estdo entre as
mais estudadas em todo o mundo. A abundancia em sementes, principalmente de
leguminosas, a relativa facilidade de purificagcdo de muitas dessas proteinas e a sua
solubilidade em solugdes fisioldgicas, facilitam a aplicabilidade das lectinas nas
diversas areas do conhecimento cientifico (ALENCAR et al., 2003).

O estudo sobre lectinas deu-se ha mais de cem anos, quando em 1988,
Stillmark observou que o extrato de sementes de Ricinus communis era capaz de
aglutinar eritrécitos humanos (citado em BEUTH et al., 1995). Desde esse periodo,
inimeras pesquisas foram desenvolvidas no que se refere a ocorréncia, distribui¢éo,
isolamento, caracterizacao biolégica e varias propriedades funcionais destas
proteinas (SHARON; LIS, 2004).

A etimologia da palavra lectina é proveniente do latim, “legere” que
significa selecionar (BOYD et al.,, 1954); este termo deriva da propriedade destas
proteinas aglutinarem seletivamente eritrocitos humanos de um grupo especifico
(MOREIRA et al., 1991). Na tentativa de melhor conceitua-las, muitas definigdes lhes
foram atribuidas ao longo dos anos. Porém, a definicdo mais aceita atualmente pela
comunidade cientifica foi proposta por Peumans e Van Damme (1995) na qual
lectinas sé@o (glico) proteinas de origem nao imune que possuem no mMinimo um
dominio nao-catalitico e que se ligam reversivelmente e especificamente a um mono
ou a um oligossacarideo.

As lectinas sao proteinas heterogéneas, apresentando grande
variabilidade tanto do ponto de vista estrutural: tamanho e organizacdo molecular
(LIS; SHARON, 1998), como na sua especificidade em interagir com diferentes
ligantes: acetilamino - carboidratos, amino - carboidratos, acido sialico, hexoses,
pentoses, e muitos outros carboidratos, aléem de terem a capacidade de precipitar
polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos dotados de residuos de acucares
especificos (SINGH; TIWARY; KENNEDY, 1999).

Uma classificagdo mais aprimorada dessas biomoléculas foi proposta por
Peumans e Van Damme (1998) nas quais os autores subdividiram as lectinas, com
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base em suas estruturas globais em trés classes distintas: merolectinas, hololectinas
e quimerolectinas:

As Merolectinas sao proteinas de baixo peso molecular que possuem
apenas um uUnico sitio de ligacdo a carboidratos, ou seja, apresentam um Unico
dominio lectinico e, devido a sua natureza monovalente sédo incapazes de precipitar
glicoconjugados e aglutinar células. Como exemplo tipico, cita-se a heveina, uma
proteina ligante a quitina derivada do latex da seringueira (VAN PARIJS et al., 1991).

As Hololectinas sao lectinas que possuem dois ou mais sitios de ligacéao a
carboidratos, os quais podem ser idénticos ou muito homdlogos. A maioria das
lectinas vegetais pertence a esse grupo, que pela sua capacidade de aglutinar
células e glicoconjugados, sao chamadas de “hemaglutininas”.

As Quimerolectinas, compreende as proteinas que possuem um ou mais
dominios ligantes a carboidratos e um outro dominio com atividade catalitica ou
outra atividade biolégica, agindo independente dos primeiros. Dependendo do
namero de dominios lectinicos, podem ainda comportar-se como hololectinas ou
merolectinas. Como exemplo de hololectinas podemos citas as proteinas
inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPs — 2 — abrina e ricina), que além de
possuirem atividade de N-glicosidase, possuem também dois sitios de ligacdo a
carboidratos. As quitinases de plantas podem ser referidas como exemplo de
quimerolectinas que se comportam como merolectinas. Isto acontece porque as
quitinases possuem, além do dominio catalitico, um Unico dominio de ligagdo a
carboidratos, sendo, portanto, incapazes de aglutinar e/ou precipitar.

Peumans e Van Damme (1998) definiram ainda as superlectinas, como
um tipo especial de quimerolectinas, em que apresentam dois ou mais sitios de
ligacdo a carboidrato, com especificidades diferentes, ou seja, possuem dois
dominios carboidratos ligantes estruturalmente e funcionalmente distintos com
capacidade de ligacdo a acucares de estruturas diversas. Como exemplo deste
grupo temos as lectinas de tulipa.

As lectinas sao instrumentos poderosos para a decodificagdo dos
glicocédigos utilizados na troca de informacdes entre as células (CALVETE et al.,
2003). Desde modo, na medida em que as lectinas identificam estas moléculas nas
superficies celulares, elas, desencadeiam uma série de fenébmenos biologicos in

vitro ou in vivo.
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Algumas lectinas apresentam atividade antitumoral, possivelmente devido
a sua acao imunomodulatéria ( WANG et al., 1996; HAAS et al., 1999; KARASAKI et
al., 2001; TIMOSHENKO et al., 2001), tendo também aplicacdo na pesquisa do
cancer por sua habilidade em detectar alteracées nas células malignas, reducao do
potencial tumoral nas células cancerosas, e de estimar o prognéstico do status
imunoldgico do paciente (SINGH; KAMBOJ, 2004).

As lectinas de Canavalia brasiliensis (ConBr) e Dioclea violacea (Dviol)
tem sido utilizada em diversas pesquisas, como na inducdo da producao de
histamina em ratos (GOMES et al,, 1994), inducdo na producado de éxido nitrico
(ANDRADE et al,, 1999), efeito protetor in vivo contra infec¢cdo pela Leishmania
amazonensis em camundongos BALB/c (BARRAL-NETTO et al., 1996), estimulagéo
linfocitaria em humanos (BARRAL-NETTO et al., 1992), aumento na producdo de
macréfago e linfocito em administragcdes intraperitonais em camundongos C3H/Hed
(RODRIGUEZ et al., 1992).

Sprong et al. (2004) demonstraram a capacidade de lectinas extraidas do
plasma humano, especificas a manose em interagir com componentes bacterianos e
com isso estimular a producgéo de IL-1 e IL-10 por células mononucleares.

Na endocrinologia, foi relatada a fosforilacdo do receptor para insulina,
induzida por lectinas vegetais glicose/manose especificas in vitro (CAVADA et al.,
2003). Ja na neurologia, estudos demonstram a capacidade da lectina de Canavalia
brasiliensis (ConBr) em interagir com os sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico, conferindo uma agéo antidepressiva (BARAUNA et al., 2006).

Algumas lectinas das leguminosas sao capazes de induzir migracao de
leucécitos e formacgédo de edema de pata em ratos (BENTO et al., 1993; ALENCAR
et al., 2003, 2004, 2007; ALENCAR et al., 2005a, 2005b, 2005c; COELHO et al.,
2006; FREIRE et al., 2003), o que vislumbra a melhora do tratamento de infeccoes,
principalmente em pacientes imunossuprimidos.

Assreuy et al. (2002, 2003) demonstraram que uma lectina animal,
originada do sémen de porco, denominada como esparmadesina, induz migracao de
neutrofilos através da liberacdo de uma substancia quimiotatica liberada por
macrofagos, provavelmente TNF-a e que o mastocito modula de forma negativa esta
atividade.

Entretanto, foi demonstrado que lectinas de leguminosas quando

administradas endovenosamente, apresentam potente acdo antiinflamatoria,



38

exercendo acgdes importantes na interacdo leucocito-endotélio, e provavelmente
bloqueio do sitio de ligacao para as selectinas enddégenas (ASSREUY et al., 1997,
ALENCAR et al, 2005). Além da inibicado de eventos inflamatérios agudos,
demonstrou-se ainda que estas lectinas previnem a lesdo urotelial no modelo de
cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et al.,
1999).

Em trabalho recente, foi esclarecido que o excelente potencial
antiinflamatério da lectina de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSL),
anteriormente demonstrado por Alencar et al. (1999, 2005) é em parte, devido a
habilidade desta lectina em inibir o rolamento e ades&o dos leucocitos no endotélio
vascular (NAPIMOGA et al., 2007).

1.3.2 Lectinas vegetais: familia Leguminosae, subtribo Diocleinae

Apesar da ampla distribuicao das lectinas na natureza, € nos vegetais que
a ocorréncia destas proteinas tem sido documentada com mais freqiéncia, em
diferentes érgaos e tecidos vegetais. Este fato é justificado tanto pela importancia
econbmica de suas espécies como pela facilidade do isolamento (SINGH; TIWARY;
KENNEDY, 1999). Entretanto, o papel fisiolégico das lectinas de plantas ndo esta
claramente definido, mas os estudos sugerem para estas proteinas um papel de
defesa na planta contra ataques de predadores como virus, fungos e insetos
(CAVADA et al.,1998; RATANAPO; NGAMJUNYAPORN; CHALAVATNATOL, 2001;
SACCHETTINI; BREWER, 2001), além de outras hipdteses, tais como,
reconhecimento celular, simbiose, estoque de proteinas (VAN DAMME et al., 1997),
como também proliferacdo e crescimento celular da planta (WITITSUWANNAKUL;
WITITSUWANNAKUL; SAKULBORIRUG, 1998).

Deve-se ressaltar que a maioria dos trabalhos pioneiros nas areas de
bioquimica, fisiologia e biologia molecular de lectinas vegetais foram realizados com
lectinas de leguminosas, em que a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) foi a
primeira a ser purificada, cristalizada (SUMMER; HOWELL,1936), definida a
estrutura priméaria e tridimensional, sendo essa lectina a mais investigada até a

atualidade. Em leguminosas, lectinas sdo encontradas em diferentes tecidos
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vegetativos, porém a maioria é obtida de sementes, constituindo cerca de 10% das
proteinas totais, onde sdo acumuladas no periodo de maturacdo, desaparecendo
apos a germinacao (LORIS, 2002; SHARON; LIS, 2004).

Varias lectinas de leguminosas tiveram suas sequiéncias aminoacidicas
determinadas, sendo constatado um alto grau de similaridade entre elas. Séo
formadas por duas ou quatro subunidades, com massa molecular variando entre 25
kDa e 30 kDa e cada uma das subunidades possui um sitio de ligacado para
carboidratos, sendo que o processo é dependente da presenca simultanea de Ca** e
Mn?* (ou outro metal de transicdo), que sdo ions essenciais para as suas atividades
biol6gicas (SHARON; LIS, 1990; VAN DAMME et al., 1998).

Apesar de suas sequéncias aminoacidicas serem bastante similares, as
lectinas dessa familia diferem com relacao a suas especificidades finas de interagao
a carboidratos (CAVADA et al., 1993), possuindo o mais largo espectro de
especificidade a monossacarideos, podendo interagir com agucares simples ou com
estruturas glicanas complexas presentes nas glicoproteinas (DRICKAMER, 1995;
WEIS; DRICKAMER, 1996). O alto grau de homologia entre as seqliéncias de
aminoacidos de lectinas de leguminosas permite que as mesmas sejam uteis como
marcadores moleculares para a classificacdo botanica de espécies vegetais
similares, em estudos de quimiotaxonomia. Alguns desses trabalhos envolvendo
lectinas abordam similaridades bioquimicas, enquanto outros abordam aspectos
estruturais (AINOUZ et al., 1995; MOREIRA et al., 1995; BARRE; LAUCA; ROUGE,
1994).

A subtribo Diocleinae pertence a familia Leguminosae e compreende 13
géneros: Calopogonium, Camptosema, Canavalia, Cratylia, Cleobulia, Collaea,
Cymbosema, Dioclea, Galactia, Herpyza, Luzonia, Macropsychanthus e Pachyhizus
(POLHILL; RAVEN; STIRTON, 1981). Entretanto, apenas alguns géneros se
destacam com relacdo a lectinas ja detectadas e isoladas (Canavalia, Cratylia,
Calopogonium, Dioclea, Galactia, Herpyza).

A reatividade de Vvarias lectinas da subtribo Diocleinae ja foi
detalhadamente investigada por Ramos et al. (1999), através da inibicdo da
atividade hemaglutinante por uma ampla variedade de carboidratos simples e
complexos e por glicoproteinas. Estes comprovaram que, embora possuam
afinidade pelos monossacarideos D-glucose e D-manose, essas lectinas interagem

com uma variedade de carboidratos simples, reconhecendo também estruturas
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glicanas complexas como aquelas presentes em glicoproteinas. Entretanto, apesar
de exibirem a mesma afinidade pelos ligantes, e de serem estruturalmente muito
semelhantes, as lectinas dessa subtribo apresentam diferencas significativas quanto
a especifidade fina com relacdo a um mesmo ligante glicidico refletindo numa
grande variabilidade de propriedades biol6gicas (CALVETE et al, 2000; SANZ-
APARICIO et al., 1997; RAMOS et al., 1999)

1.3.3 Lectina de Cratylia floribunda

A planta do género Cratylia, conhecida vulgarmente por camaratuba ou
copada, pertence a familia Leguminoseae, subfamilia Papilionoideae, tribo
Phaseoleae e subtribo Diocleinae € um género neotropical, aparentemente de
origem recente, com ampla distribuicdo na América do Sul, ocorrendo, no sentido
norte-sul, do estado do Para ao sul dos estados de Mato Grosso e Goias e, no
sentido leste oeste, do Peru ao estado de Ceara. Desse género sao conhecidas
cinco espécies diferentes, a C. bahiensis, C. hypargyrea, C. intermedia, C. mollis e
C. floribunda (QUEIROZ; CORADIN, 1995).

A espécie Cratylia floribunda Benth (sinbnimos Cratylia argéntea Desv.,
Cratylia nitens Benth., Dioclea argéntea Desv. e Dioclea floribunda) é um arbusto
nativo da Amazénia, sendo encontrada exclusivamente na América do Sul (Figura
5). Em comparac¢do com outras espécies de Cratylia, C. floribunda é encontrada nos
principais tipos de vegetacao, ocorrendo da transi¢cdo cerrados-caatinga a cerrados
e florestas sazonais com solos bem drenados e arenosos (QUEIROZ; CORADIN,
1995; PIZARRO; CARVALHO; RAMOS, 1995).

Apresenta-se na forma de uma trepadeira arbustiva, profusamente
ramificada, com elevada resisténcia a periodos de seca e podendo alcancar até trés
metros de altura. Suas folhas séo trifoliadas e a inflorescéncia nodulosa contém de
seis a nove flores por nédulo. As flores sao lilds e as vagens (20cm de comprimento
x 1-3 cm de largura) contém de quatro a oito sementes (QUEIROZ; CORADIN,

1995). E uma espécie forrageira de alto teor protéico (21 a 28%), com digestibilidade
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relativamente alta (53 a 65%) e auséncia de taninos condensados (PIZARRO;
CARVALHO; RAMOS, 1995).

Figura 5 - Planta e sementes de Cratylia foribunda.
Fonte: CRATYLIA..., 2008.

A Cratylia floribunda possui uma lectina em suas sementes, que quando
isolada por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex e submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida é caracterizada por trés grupos de bandas
protéicas com massa molecular em torno de 29 a 30 kDa para a cadeia a, 16 a 18
kDa para o fragmento B e entre 12 e 13 kDa para o fragmento y. O fragmento 3 é
visualizado como duas bandas protéicas que migram muito proximas uma da outra,
sendo denominadas de banda Bi(banda de mobilidade mais lenta) e B, (banda de
maior mobilidade) (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985; GRANGEIRO et al.,
1997).
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Estudos de caracterizagdo da lectina Cratylia floribunda (CFL)
demonstraram que a mesma apresenta-se como uma hololectina nao glicoprotéica,
especifica por residuos de glicose e manose (OLIVEIRA; CAVADA; MOREIRA,
1991).

A CFL tem sido alvo para isolamento, estudo molecular e estrutural
(CALVETE et al,1999; RAMOS et al., 2002; GALLEGO et al., 2007); entretanto
pouco explorada no que se refere as suas propriedades biolégicas. Em uma
retrospectiva, podemos citar:

Assreuy et al., (1997) demonstraram a capacidade da CFL em reduzir
reacdes inflamatorias mediada por neutréfilos em modelos classicos de inflamagéao.
Neste estudo, a CFL quando administrada endovenosamente inibiu a migracao de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos induzida tanto por estimulos
quimiotaxicos diretos quanto por indiretos.

Assim como outras lectinas da subtribo Diocleinae, CFL conferiu atividade
imunoldgica in vitro ao estimular a proliferacao de linfécitos e conferir a ativacao de
células mononucleares, deflagrando a liberacdo de citocinas e secrecao de
histamina (CAVADA et al., 2001).

Teixeira et al. (2005) demonstraram in vifro a capacidade da CFL em
impedir a adesdo de espécies cariogénicas e nao-cariogénicas do género
Streptococcus em hidroxiapatita embebida em saliva; sugerindo uma possivel
aplicagdo em procedimentos que previnam e controlem doengas associadas a

colonizacdo microbiana das superficies dentarias.

1.4 Relevancia e justificativa

A ferida é algo que leva a dor e ao desconforto, fisico e emocional, de
modo a fragilizar e incapacitar o individuo, deixando marcada uma cicatriz. Em vista
disso, o tratamento de feridas vem sendo tema destacado em diversos setores
profissionais da area de saude no mundo todo.

O que vivenciamos nos dias de hoje, sdo profissionais, instituicdes, e
industrias, se empenhando e buscando a exceléncia para proporcionar ao portador
de lesdes, em especial aquelas de carater crbnico, um tratamento eficaz, em curto

prazo que possam trazer maior conforto e breve retorno a normalidade de sua vida.
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Entretanto, nota-se um lento progresso na descoberta de drogas direcionadas a
acelerar o processo da cicatrizacdo e que minimizem o desconforto do paciente
durante este processo.

Em vista disso, existe a necessidade de alternativas terapéuticas
eficazes, de facil aplicacdo e baixo custo. Acreditamos que elementos da natureza
poderiam constituir materiais alternativos para o tratamento local de lesbdes, em
virtude da grande variedade de estruturas quimicas e de serem uma fonte biolégica
renovavel. Além disso, é grande o interesse das industrias farmacéuticas pelo uso
da biodiversidade brasileira como fonte de novos medicamentos, levando assim a
um interesse por medicacdes fitoterapicas e homeopaticas.

Nesse contexto, as lectinas extraidas de leguminosas, em especial
aquelas com ligagao glicose/manose emergem como um principio ativo relevante,
em face dos multiplos efeitos bioldgicos ja comprovados até o momento. Além disso,
nao existem artigos cientificos que relatem a aplicabilidade de lectinas em modelos
de cicatrizagdo. Desta forma, conhecendo-se a inexisténcia na clinica de terapias
licenciadas que favoreca de forma satisfatéria a deposicao de tecido cicatricial em
lesbes (RHETT et al.,, 2008), acreditamos que este estudo pode sugerir uma
aplicabilidade biotecnol6gica para lectinas como substancias uteis na construcédo de

medicamentos alternativos com propriedades cicatrizantes.
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2 OBJETIVOS

Desta forma, este estudo foi delineado com o objetivo geral de avaliar o

efeito do tratamento tépico com a lectina de Cratylia floribunda (CFL) em um modelo

de cicatrizacao de lesdes cutaneas em camundongos. Para tanto, foram tracados os

seguintes objetivos especificos:

Avaliar o efeito da CFL na fase inflamatéria do processo cicatricial, através da
avaliacdo macroscopica dos parametros: edema, hiperemia, exsudato e

crosta;

Investigar o efeito da CFL na fase proliferativa, avaliando-se
macroscopicamente a presenca de tecido de granulacdo, tecido cicatricial,
presenca de lesdes ndo visualizadas clinicamente e mensuracao da area das

lesdes;

Caracterizar o efeito da CFL em todas as etapas do processo cicatricial sob o
ponto de vista histopatolégico;

Numa extensao aos efeitos da CFL sobre a fase inflamatéria do processo
cicatricial, objetivou-se verificar a capacidade desta lectina em induzir a

liberagé@o de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a) por macréfagos in vitro
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3 MATERIAIS

3.1 Isolamento e Purificacao da Lectina de Cratylia floribunda (CFL)

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Moléculas Biologicamente
Ativas (BiolMoLab) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob a coordenacao do professor Dr. Benildo
Sousa Cavada.

Para tanto, sementes de Cratylia floribunda foram coletadas no Campus
do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza-CE. As sementes
quiescentes tiverem seus tegumentos retirados manualmente e os cotilédones foram
fragmentados e pulverizados, até a obtencdo da farinha, a qual foi submetida a
técnicas de extracao para obtencao da fracao protéica; onde entao, a CFL foi isolada
através de cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex G-50 por metodologia
ja estabelecida (OLIVEIRA; CAVADA; MOREIRA, 1991). A pureza da amostra foi
verificada por eletroforese em SDS-PAGE (LAEMMLI et al., 1970).

A CFL foi solubilizada em NaCl 150mM (solugao salina) na concentragao
de 100ug/mL em volume suficiente para o tratamento das lesées durante todo o
experimento. Para tanto, a solugdo preparada foi aliquotada e congelada a -4°C,
sendo individualmente descongeladas e imediatamente utilizadas para o tratamento
das feridas diariamente ao longo do periodo experimental.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
com 10 semanas de idade e massa corpérea variando de 33,0 a 27,0 g,
provenientes do Biotério Central da UFC, os quais foram mantidos no Biotério
setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
UFC. Durante todo o periodo experimental os animais permaneceram em gaiolas
individuais, sob as mesmas condicées adequadas de luz, temperatura e umidade
com fornecimento ad libitum de agua e ragdo, exceto no periodo pré-operatorio

descrito posteriormente.
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal- COBEA e os
protocolos utilizados estdo de acordo com os padrdes éticos estabelecidos pelo
Comité de Etica em Pesquisas com Animais da UFC.

3.3 Drogas e reagentes

e Alcool 70%;

e Anticorpo biotinilado TNF-a (Dako).

e Cloridrato de ketamina 10% (Dopalen® — Vetbrands);

e Cloridrato de xilazina 2% (Anasedan® — Vetbrands);

e Eosina (Reagen);

e Formaldeido 4% (Sigma);

e Formol (PA — Merck);

e Hematoxilina (Reagen);

e Heparina (ampolas de 5.000 Ul/mL; HEPARIN®) (Cristalia);
e |odopovidona 10% (Bio Trat);

e Lipopolysaccharide- from Salmonella typhymurium (Sigma ®);
e Meio RPMI 1640 (R 5382);

e Parafina

e Sabonete liquido anti-séptico (LM farma);

e Solucdo de Turk (Acido acético e violeta de genciana-Isofar);
e Solucao Salina — Cloreto de sodio estéril a 0,9% (Pharmace);
e Tampéao PBS 0,01 M, pH 7,2;

e Tioglicolato (Lab Difco Ltda);

e Tricrémico de Masson

e Xilol
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3.4 Equipamentos e materiais

o Balanca analitica, digital modelo 260 (MARTE);

o Balanca para pesagem dos animais, modelo ID-1500 (FILIZOLA);

J Cabo de bisturin°3

. Camara de Neubauer

o Céamera digital SONY-T5

J Estufa de CO,

J Lamina de bisturin°®15

o Luva cirurgica (Luvatex)

J Medidor de pH (PHmetro, Metrohm Herisau)

o Microcamara de 24 pogos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);

J Micropipetas automaticas (Gilson)

. Microscépio optico binocular;

o Molde metélico vazado (4rea= 1cm?)

o Panos de campo estéril

o Paquimetro (Messen)

J Pinca histolégica ponta fina n°12 (ABC instrumentos);

o Tesoura de pontas tipo fina/fina, 11.5cm (QUINELATO IRICL);
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4 METODOS

4.1 Inducao das lesdes cutaneas: procedimento cirurgico

Apos jejum hidrico e alimentar de 12 horas, os animais foram pesados e
anestesiados com cloridrato de ketamina 10% associado a cloridrato de xilazina 2%
nas doses de 115 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente, por via intramuscular (HALL;
CLARKE,1991). Ap6s o procedimento anestésico, cada animal foi submetido a
tricotomia por tracdo manual de parte da regido toracica dorsal e a antissepsia
utilizando-se iodopovidona 1% seguido de etanol 70%.

Campos operatérios esterilizados foram posicionados sobre o animal e
em seguida, a pele a ser excisada foi marcada com o auxilio de uma caneta
dermografica e de um molde metélico vazado estéril, estabelecendo uma é&rea
circular de 1cm?.

A pele foi incisionada utilizando 1amina de bisturi nUmero 15, sendo a tela
subcutanea divulsionada para remocao das camadas de derme e epiderme até a
exposi¢ao da fascia muscular dorsal com o minimo de sangramento, com tesoura de
pontas tipo fina/fina e pinca de disseccao até sua resseccao. A hemostasia da area
foi realizada por compressao digital, com gaze estéril, embebida com solucao salina

por aproximadamente um minuto.

4.2 Distribuicao dos grupos experimentais e tratamentos das les6es

Ap6s o procedimento cirdrgico descrito no item anterior os animais foram
randomizados em dois grupos experimentais (n=23/grupo) de acordo com o tipo de
tratamento estabelecido: grupo C (solugao salina) e grupo CFL (100 pg/mL).

O tratamento tépico com 100uLde salina ou da lectina em solugao foi feito
imediatamente apds a inducao da ferida, diariamente até o 11° dia do periodo pds-
operatério (PO).

Nos 2° 7° e 12° dias do PO, cinco animais foram retirados
aleatoriamente de cada grupo experimental para realizacdo de procedimentos
necessarios a analise histopatoldgica descritos a seguir.
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4.3 Avaliacao macroscopica dos aspectos clinicos

As avaliag@es clinicas didrias foram realizadas em todos os animais dos
dois grupos experimentais, sendo iniciadas 24 horas apds a cirurgia e finalizadas no
12° dia do pds-operatério (PO). As lesGes cutaneas foram fotografadas e analisadas
macroscopicamente em relagcédo a diferentes aspectos representativos do processo
de reparacéao cicatricial: edema, hiperemia, exsudacao, crosta, tecido de granulacéo,
tecido cicatricial e reepitelizagdo (Figura 6). Os resultados das avaliacbes foram
catalogados em fichas (APENDICE).

Figura 6 - Avaliacao macroscoépica dos aspectos clinicos:
A) edema, B) hiperemia, C) exsudacao, D) crosta, E) tecido de granulacdo, F) area das lesdes, G)
tecido cicatricial, H) lesées ndo visualizadas clinicamente.

4.3.1 Avaliacao dos sinais flogisticos: edema, hiperemia, exsudacdo e formacéo de
crosta

A presencga de edema foi registrada quando se observava um aspecto
tumefeito, sendo este atribuido ao acumulo anormal de liquido no espago intersticial
do leito e/ou bordas da lesdo e confirmado, quando necessario, por meio de
digitocompressao com o polegar revestido por luva estéril, onde estando o edema
presente, formava-se uma depresséo.
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Além da frequéncia, o edema foi também avaliado e classificado de forma
semi-quantitativa conforme a intensidade do volume da lesdo tumefeita. Para tanto,
foram atribuidos os seguintes escores: (0): Auséncia de edema, (1): Edema leve, (2):
Edema moderado e (3): Edema intenso.

O aumento do fluxo sanguineo nas feridas foi observado devido ao
aspecto avermelhado “rubor”, sendo este sinal flogistico denominado hiperemia.
Feridas palidas foram registradas como auséncia de hiperemia, ja as feridas
ruborizadas como feridas hiperemiadas. Estas ultimas foram classificadas, de acordo
com a intensidade do rubor através dos seguintes escores: (0): Auséncia de
hiperemia, (1): Hiperemia leve, (2): Hiperemia moderada e (3): Hiperemia intensa.

A presenca ou nao de exsudato inflamatério na ferida foi avaliado, além
da analise de sua aparéncia (cor e consisténcia), podendo assim, quando presente,
ser classificado como: seroso, sanguinolento, serossanguinolento, purulento e
seropurulento. Em acréscimo, o ressecamento do exsudato filtrado da ferida foi
registrado pelo inicio da formacdo crostosa e o tempo de permanéncia destas
durante todo o experimento.

4.3.2 Avaliagao de parametros relacionados a fase proliferativa

> Identificacao do tecido de granulacao

O tecido granuloso foi observado macroscopicamente nas feridas, quando
estas apresentavam fissuras e/ou desprendimento parcial ou total das crostas,
sendo reconhecido pela sua fragilidade, coloragdao vermelho brilhante e facilidade no

sangramento.

> Determinacao da area das lesoes

A area das feridas experimentais foi estimada através da mensuracao dos
didmetros horizontal e vertical, com o auxilio de um paquimetro, e do célculo da area
pela equacdo (PRATA; HADDAD; GOLDENBERG, 1988): A=p.R onde “A”

representa a area, “R” o raio maior e “r’ o raio menor da ferida. A contragao da area
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foi calculada utilizando-se a equacdao (RAMSEY et al.,1995) = 100 x (Wo-Wi)/Wo=
M+DP, onde Wo= area inicial da ferida; Wi= area final da ferida.

> Identificacao de tecido cicatricial

A evolucédo do ferimento para a cicatrizacdo também foi acompanhada
pelo surgimento do tecido cicatricial em substituicao a area lesionada. Este tecido foi
diferenciado da pele normal circundante pelo surgimento das seguintes
caracteristicas: 1. Tecido fragil e rosado, localizado entre a pele normal e area
lesionada; 2. Auséncia de pigmentacédo (ndo ha nova formacao de melanécitos na
epiderme) e 3. Auséncia de pélos

O parametro lesdes nao visualizadas clinicamente referiu-se ao nimero
de animais (%) a cada dia de PO que apresentavam apenas uma cicatriz na regiao
em que estava localizada a ferida.

4.4 Analise histopatoldgica

Com o objetivo de avaliar microscopicamente os aspectos da fase
inflamatéria e a evolucdo do processo de cicatrizacao tecidual, cinco animais foram
retirados de cada grupo experimental no 2°, 7° e 12°dias do periodo pds-operatorio,
para a analise histopatoldgica.

Seguindo as mesmas condutas anestésicas descritas anteriormente para
realizacdo da lesdo, os animais foram submetidos a retirada da ferida, com o
cuidado de remover parte do fragmento de pele normal em volta da lesao,
abrangendo um centimetro além de cada margem dorsal e ventral no sentido caudal,
aprofundando-se até o plano muscular. Apés a realizacdo do procedimento cirlrgico
para a resseccao da ferida, os animais foram submetidos a eutanasia com
superdosagem de pentobarbital sédico (200 mg/Kg) por via intraperitoneal.

As amostras de tecido excisadas foram dispostas em papel filtro e fixadas
em formaldeido 4% (v/v) preparado em PBS 0,01 M, pH 7,2 por um periodo maximo
de 48 horas, substituido por uma solucao de etanol 70% (v/v). Cada fragmento de
pele foi desidratado em concentragcdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e

incluidos em parafina. Apdés microtomia (5uym de espessura), os cortes foram
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corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e por Tricrdmico de Masson para estudo
histoldgico por microscopia 6ptica (BANKS,1992) .

4.5 Estimulacao de cultura de macréfagos peritoneais com a CFL

Considerando a importancia da resposta inflamatéria na cicatrizagao de
lesbes cutaneas, este protocolo teve como objetivo investigar o possivel efeito da
CFL em estimular a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B3) por

macrofagos in vitro.

4.5.1 Isolamento de macrofagos e Incubagédo com LPS e CFL

Macréfagos (MQs) peritoneais foram obtidos de camundongos normais
inoculados por via intraperitoneal com 2 mL de tioglicolato a 4% em agua destila
(CUNHA et al.,1986). Ap6s quatro dias, os animais foram sacrificados e o exsudato
peritoneal foi coletado em condicdes estéreis, apds ser injetado i.p. 3 mL de RPMI
heparinizado, pH 7,4. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em RPMI
por centrifugacao a 100 x g durante 5 minutos. O precipitado final foi ressuspenso
em 1 mL de RPMI, sendo entédo diluido (1:20) em solugdo de Turk para contagem
total das células em camara de Neubauer. Em seguida, as células foram
ressuspensas em RPMI, na concentracdo de 2 x 10° células /mL e distribuidas em
placas de cultura de 24 pocos (1 mL/poco). Para aderéncia dos macréfagos,
incubou-se a placa por 1 hora em estufa de CO, a 5%. Ap6s este periodo, o
sobrenadante foi descartado e, as células aderidas, lavadas trés vezes com RPMI e
incubadas novamente por 12 horas em CO, a 5%. Em seguida, as células foram
lavadas com RPMI e incubadas como a seguir: RPMI (controle negativo), LPS
(1ug/mL;controle positivo) e CFL (200 pg/mL).

4.5.2 Dosagem de TNF-a

Depois de 5 horas de incubacdo com RPMI, LPS e CFL, os

sobrenadantes das culturas foram coletados e utilizados para determinagcdo da
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concentragdo de TNF-a por ELISA (“enzime-linked immunosorbent assay”), através
de protocolo ja descrito (TAKTAK et al., 1991).

Brevemente, placas de microtitulacdo (96 pocos) foram recobertas com
50 pL de “PBS coating buffer” contendo 2,0 yg/mL do anticorpo monoclonal (mAb)
anti-TNF-a (purificado do soro de carneiro; Peprotec). A placa foi incubada
“overnight” a 4°C. Apds esse periodo, a placa foi lavada de 3 a 5 vezes com PBS
contendo 0,1% Tween 20 (PBS-T; 200 uL/poco), e em seguida foram incubadas com
50 uL de solucdo de blogqueio (1% de albumina bovina em “PBS coating buffer”)
durante 2 h em temperatura ambiente (T.A.). A placa foi lavada conforme descrito
acima e, em seguida adicionou-se as amostras testes em triplicatas (sobrenadante
da cultura de macrofagos) e concentracoes decrescentes de TNF-a (Peprotec)
diluida em PBS-Tween. A placa foi novamente coberta e mantida “overnight” a 4°C.
No terceiro dia a placa foi lavada por trés vezes e adicionada com anticorpo
biotinilado anti-TNF-a (1:1000 em solucdo de lavagem contendo 1% de soro de
cabra, Peprotec).

Apos 1 h de incubacédo a T.A., a placa foi lavada e em seguida adicionou-
se 50 yL de uma solucdo 1:5000 do conjugado avidina-horseradish peroxidase
(DAKO A/S, Denmark) diluida em PBS-T. Apds incubacao por 30 minutos, a placa foi
lavada e incubada com 50 pL do substrato dihidroclorido de 1,2-fenilenodiamina
(ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido em tampao e adicionado com 0,4 uL de
H>O2 30% por mL.

Apds o desenvolvimento da cor, a reacao foi interrompida pela adicdo de
75 pL de solucédo “stop” (H.SO4 — 1M). A medida da absorbancia foi determinada a
490 nm. Os resultados foram expressos em pg/mL de citocinas, com base na curva
padrao obtida.

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como percentual médio (avaliagéo
dos sinais flogisticos, tecido de granulacdo, % feridas reepitelizadas e tecido
cicatricial), mediana e variacbes (intensidade do edema e hiperemia) média *
desvio-padrao (% de contracao, area sob a curva), e média * erro padrdao da média
(dosagem de TNF-a).
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Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizado
teste ndo paramétrico do qui-quadrado (avaliacdo dos sinais flogisticos, tecido de
granulacdo, % de lesdes nao visualizadas clinicamente e tecido cicatricial), teste t de
Mann-Whitney (intensidade do edema e hiperemia), teste t de Student nao pareado
(area sob a curva) e one-way ANOVA (% de contracdo e dosagem de citocinas),
seguido do teste de Tukey (% de contracao) e Bonferroni (dosagem de TNF-a),

sendo as diferengas consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao macroscopica dos aspectos clinicos

5.1.1 CFL diminui a presenca de sinais inflamatérios nas lesdes cutaneas

O edema foi evidenciado desde o 1° dia de avaliacao nas lesdes de
ambos 0s grupos, observando-se 0s seguintes aspectos, ilustrados na Figura 7: A) o
grupo controle apresentou edema por um periodo de tempo mais prolongado em
comparacdo ao grupo CFL, persistindo até 5° dia PO; e B) a freqliéncia de edema
em feridas tratadas com CFL é menor que a do grupo controle (C). Este aspecto
pode ser evidenciado no 1° dia PO, quando a diferenga foi mais evidente,
observando-se que 85% das feridas tratadas com solugdo salina apresentaram
edema, frente a 46% das lesdes tratadas com a lectina. De forma similar, no 5° dia
PO nenhuma lesao tratada com a lectina apresentou edema, entretanto 54% dos
animais tratados com salina apresentaram esse sinal, sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).

A avaliacdo macroscépica da intensidade do edema observado do 1° ao
5° dia PO esta demonstrada na tabela 1. De acordo com os escores atribuidos, as
feridas do grupo CFL, quando apresentavam edema, este ocorria de forma menos
intensa (leve a moderado) quando comparado ao grupo C, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa nos 1°, 3°e 5°dia PO (p< 0,05)
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Figura 7 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a freqiiéncia de edema em
feridas cutaneas experimentais. As lesdes foram tratadas topicamente durante 12 dias com 0,1mL
de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). A preseng¢a de edema foi avaliada em cada dia de
PO e expressa como percentual médio (% )da freqiéncia de edema em cada grupo (n=13/grupo). *
P<0,05 comparado ao controle (teste qui-quadrado).

GRUPO
DIAS c CFL
1 1(0-3) 0(0-1)
2 1(0-3) 1(0-2)
3 1(0-2) 1(0-1)
4 1(0-2) 0(0-1)
5 1(0-2) 0 (0-0)*

Tabela 1 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a intensidade do edema em
feridas cutaneas experimentais. As lesGes foram tratadas topicamente durante os 12 dias com
0,1mL de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). Os resultados sado reportados por
medianas e variacdes dos escores atribuidos a intensidade do volume da lesdo tumefeita: (0):
Auséncia de edema, (1): Edema leve, (2): Edema moderado e (3): Edema intenso (n = 13). *p<0,05
em relacdo ao grupo controle (teste- t de Mann-Whitney).
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Hiperemia foi outro sinal inflamatério observado no modelo utilizado até o
6° dia PO nos animais do grupo controle e até o 5° dia PO naqueles tratados com a
CFL (Figura 8). Em todos os dias de avaliacdo uma menor frequéncia deste sinal foi
observada no grupo CFL quando comparado ao controle. Este fato teve maior
destaque a partir do 3° dia PO, onde CFL determinou uma significativa reducao
(p<0,05) deste sinal na ordem de 39%, 15%, 8% e 0% nos 3°, 4°, 5° e 6° dias PO,
respectivamente. Nota-se ainda que a reducdo maxima da hiperemia no grupo
controle foi de 39% no 6° dia PO; entretanto, as lesbes tratadas com a lectina ja
apresentavam este nivel de reducéo desde o 3°dia de avaliacéo.

Da mesma forma demonstrada para o edema, as feridas tratadas com a
lectina apresentavam hiperemia significativamente menos acentuada (p< 0,05),
quando comparada ao grupo controle em toda a fase inflamatéria exceto nos 2°e 6°
dia de PO (Tabela 2).
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Figura 8 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a freqiiéncia de hiperemia
em feridas cutaneas experimentais. As lesées foram tratadas topicamente durante 12 dias com
0,1mL de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). A presenca de hiperemia foi avaliada em
cada dia de PO e expressa como percentual médio (%) da freqiiéncia em cada grupo (n=13/grupo). *
P<0,05 comparado ao controle (teste qui-quadrado).
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GRUPO
DIAS c CFL
1 1(1-2) 1(0-1)*
2 1(1-2) 1(0-2)
3 1(1-2) 0(0-2)*
4 1(0-2) 0(0—1)
5 1(0-2) 0(0—1)*
6 0(0—-1) 0(0-0)

Tabela 2 — Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a intensidade da hiperemia
em feridas cutaneas experimentais. As lesées foram tratadas topicamente durante 12 dias com
0,1mL de salina (C) ou CFL em salina(CFL; 10ug/0,1mL). Os resultados sao reportados por medianas
e variacdes dos escores atribuidos a intensidade do volume da lesdo tumefeita: (0): Auséncia de
hiperemia, (1): hiperemia leve, (2): hiperemia moderada e (3): hiperemia intensa (n = 13). *p<0,05 em
relagédo ao grupo controle (teste- t de Mann-Whitney).

Exsudacédo foi visualizada nas lesbes do grupo controle do 1° ao 8° dia
PO, exceto no 3°%dia, em 23%, 23%, 8%, 23%, 8%, 8% e 8% das lesbes. Por outro
lado, no grupo tratado com CFL a freqiiéncia de exsudacao nas feridas foi menor
que no grupo controle e ocorreram somente no 1°, 2° e 5° dia de PO, em 23%, 8% e
8% das lesdes, respectivamente (Figura 9). Quando presente, o exsudato em ambos
os grupos foi classificado em relacdo a cor e nos dias em que foi observado
apresentava-se com aparéncia serosa.

As avaliacOes diarias mostraram que a partir de 48 horas de PO, houve
formacao de crosta nas feridas em ambos os grupos (Figura 10), sendo esta
observada até o 12° dia PO no grupo Controle e até o 10° dia PO no grupo CFL.
Desta forma, notou-se um prolongamento no tempo de permanéncia da crosta nas
feridas do grupo controle comparado ao grupo CFL. No 10% e 112 dias PO a
presenca de crosta nas feridas do grupo tratado com a lectina foi significativamente
menor (p<0,05) que no grupo controle. No 10° dia PO 61% e 15% das feridas
apresentavam crosta nos grupos controle e CFL, respectivamente e no 112 dia PO a
crosta foi encontrada em 46% dos animais controle e em nenhum animal do grupo

lectina.
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Figura 9 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a freqiiéncia de exsudacao
em feridas cutaneas experimentais. As lesées foram tratadas topicamente durante 12 dias com
0,1mL de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). A presenga de exsudato foi avaliada em
cada dia de PO e expressa como percentual médio (%) da presenga em cada grupo (n=13/grupo). *
P<0,05 comparado ao controle (teste qui-quadrado).
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Figura 10 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) diminui a freqliéncia de crosta em
feridas cutaneas experimentais. As lesdes foram tratadas topicamente durante 12 dias com 0,1mL
de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). A presenca de crosta foi avaliada em cada dia de
PO e expressa como percentual médio (%) da freqiéncia em cada grupo (n=13/grupo). * P<0,05
comparado ao controle (teste qui-quadrado).
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5.1.2 CFL antecipa a formacao de tecido de granulagdo em maior percentual das

lesdes cutaneas

A Figura 11 representa a frequéncia em que foi visualizado o tecido de
granulacao nas feridas. Em ambos os grupos notaram-se a presencga deste tecido
somente do 4° ao 7°dia PO. Porém, no 4°dia de PO foi demonstrado que 31% das
lesbes tratadas com a CFL ja apresentavam tecido de granulagcédo, e somente em
8% daquelas tratadas com salina.
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Figura 11 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) antecipa a formacao de tecido de
granulacdo em feridas cutaneas. As lesbes foram tratadas topicamente durante 12 dias com 0,1mL
de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). A presenca de tecido de granulacgao foi avaliada
em cada dia de PO e expressa como percentual médio (%) da freqiéncia em cada grupo
(n=13/grupo). * P<0,05 comparado ao controle (teste qui-quadrado).
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5.1.3 CFL favoreceu a contracédo das lesdes cutaneas

A evolucédo do processo cicatricial foi acompanhada pela mensuracao das
lesbes ao longo de 12 dias pés-cirurgicos (Figuras 12 A e B). Observou-se um
retardo na reducdo da area média das feridas do grupo C, uma vez que aquelas
tratadas com CFL demonstraram significativa retracdo cicatricial desde os primeiros
dias, 0 que se manteve durante os 12 dias de PO.

As maiores diferengas entre os percentuais de contracdo dos grupos
ocorreram no 1% dia PO, quando o percentual médio de contracdo da area das
les6es no grupo CFL foi 25% e o do Controle foi 2,6% (diferenca de 22,5%) e no 5°
dia PO, percentual de contracédo no grupo CFL: 37%, e do grupo Controle: 16,5%
(diferenca de 20,5%).

As areas compreendidas pelas curvas de evolucao de ambos os grupos
puderam ser calculadas e comparadas estatisticamente. O resultado desta analise
demonstrou diferenca estatistica entre os grupos (p<0.05), sendo a média + desvio-
padrao da area sob a curva (ASC) das areas do grupo Controle e Lectina: 6,27 *
0,85 € 4,00 £ 1, 28, respectivamente.
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Figura 12 - O tratamento com a lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) aumenta a
contracao total da area de feridas experimentais. As lesdes foram tratadas topicamente durante 12
dias com 0,1mL de salina (C) ou CFL em salina (CFL; 10ug/0,1mL). Painel A — as linhas representam
a evolugao da contragdo da ferida no grupo C e CFL, em relagdo ao percentual médio de contragao
das lesdes (%) observado em cada dia de PO, n=13/grupo. *P<0,05 comparado com controle (one-
way ANOVA- teste de Tukey). No painel B as barras representam a média = E.P.M.das areas sob as
curvas do percentual de contragdo das areas das lesdes do grupo C e CFL, n=13/grupo. *P<0,05

comparado com controle (Teste t de student ndao pareado).
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5.1.4 CFL aumenta a frequéncia de lesées nao visualizadas clinicamente

A partir do 9° dia de PO haviam feridas cicatrizadas (auséncia
macroscopica de lesdes) em ambos os grupos. Em relacdo ao grupo C, CFL
apresentou de forma significativa (p<0,05) um maior percentual de animais com
feridas cicatrizadas no 10° e 11° dia de PO. Verificou-se que no ultimo dia de
avaliacao (12° dia de PO), todas as feridas tratadas com a lectina haviam
cicatrizado, enquanto 15% dos animais no grupo C ainda apresentavam lesdes na
regido dorsal (Figura 13 A e B).
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Figura 13 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) aumenta a frequéncia de lesdes
nao visualizadas clinicamente. Painel A: cada coluna representa percentual médio da presenga de
feridas cicatrizadas (%) observado em cada dia de PO, n=13/grupo. *P<0,05 comparado com controle
(teste qui-quadrado). Painel B: Aspectos macroscopicos das lesdes experimentais nos dias do pos-
operatério. Grupo Controle: A (22 dia), B (72 dia), C (12°dia); Grupo CFL: D (2¢ dia), E (79 dia), F (12°
dia).

5.1.5 CFL antecipa o surgimento de tecido cicatricial

A frequéncia de lesdes preenchidas por tecido cicatricial esta
representada na figura 14. Observou-se que esta fase da cicatrizagédo foi antecipada
nos animais que receberam tratamento com CFL, j& que este tecido foi visualizado
desde o 5° dia PO, enquanto que no grupo C teve inicio somente a partir do 7° dia
PO. Além disso, uma maior frequéncia deste tecido foi visualizada no grupo CFL,
uma vez que nos 62, 7° e 8° dias PO, ocorreu em 54%, 61% e 77% das lesdes do
grupo CFL contra 0%, 15% e 23% do grupo C, sendo (p<0,05) nos dias 6 e 8.
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Figura 14- Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) antecipa o surgimento de tecido
cicatricial e aumenta sua freqiiéncia em lesdes experimentais. Cada coluna representa
percentual médio de presenca (%) observado em cada dia de PO, n=13/grupo. *P<0,05 comparado
com controle (teste qui-quadrado).

5.2 Analise histopatoldgica

A avaliacdo microscopica do processo cicatricial foi fundamentada nos
seguintes parametros, caracteristicos e ilustrativos de cada fase do processo: A)
fase inflamatéria, presenca de crosta e do infilirado inflamatério; B) Fase de
fibroplasia, neoangiogénese e formacdo do tecido de granulacdo; e C) Fase de
remodelacao, reepitelizacdo da area da lesao e presenca de fibras colagenas.

No 2° dia PO, os aspectos mais representativos do grupo C foram a
presencas de infiltrado inflamatério e crosta espessa (Figura 15 A). Observou-se
ainda um primérdio de neoformacao tecidual, sugerindo o surgimento de um tecido
de granulacdo vascular. Em paralelo, o grupo CFL apresentava um escasso

infiltrado inflamatério, rede vascular mais organizada com visiveis fibrilas colagenas
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delimitando os vasos neoformados, o0 que sugere a neoformacédo de um tecido de
granulagéo fibrovascular (Figura 15 B).

As Figuras 15 C e D ilustram o aspecto das lesdes no 7° dia PO. Neste
tempo de evolugao, infiltrado inflamatério e crostas espessas totalmente aderidas as
lesbes ainda persistiram no grupo C. Quanto a fibroplasia propriamente dita, um
tecido de granulagédo bastante vascularizado predominou na area das lesées, ainda
que se tenha observado alguma formacgéo inicial de um tecido de granulacéo
fibrovascular centripeta, de caracteristicas pouco organizadas e com indicios da
presenca de fibras colagenas. O tratamento com a lectina promoveu uma completa
resolucao da fase inflamatoria, uma vez que nao se observou infiltrado celular, além
de ter favorecido o desprendimento das crostas que estavam aderidas as lesdes. O
principal aspecto verificado foi o predominio de um tecido de granulagao
fibrovascular no centro da injuria do grupo CFL, organizado por densas fibras
coladgenas e dareas de vascularizagdo mais organizada. Nas areas marginais da
lesdo (area de transicdo para a pele integra circunjacente), a presenca de fibras
colagenas organizadas em um tecido de granulacdo fibroso e a regressao do
didmetro dos vasos sanguineos neoformados foi notavel. A reepitelizacdo nao foi
observada em nenhum dos grupos avaliados.

Feridas tratadas com CFL apresentaram fechamento total, ndo sendo
possivel diferenciar area de transicao e injuria, além de uma reepitelizacado completa
da epiderme, recoberta com uma fina camada de queratina e um tecido cicatricial
com aspecto fibroso com fibras coldgenas bem organizadas no 12° PO (Figura 15
F). Paralelamente, notou-se um retardo do processo cicatricial no grupo C, uma vez
que ainda se observam regides na area da injuria com um tecido de granulacio
vascular, invadida por fibras colagenas, caracterizando um tecido de granulacao
com aspecto fibrovascular (Figura 15 E).
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Figura 15 - Evolucao temporal dos aspectos histopatologicos representativos das lesdes cutaneas
experimentais (Tricromico de Masson) tratadas com salina e CFL. Grupo controle: 2° dia (100x), 7°
dia (200x), 12° dia (100x); Grupo CFL: 2° dia (200x), 7° dia (200x), 12° dia (200x); c- crosta; d- derme
neoformada; e- epiderme neoformada; fc- fibras colagenas; gf- tecido de granulagao fibroso; gfv- tecido
de granulagéo fibrovascular; gv- tecido de granulagao vascular; ii- infiltrado inflamatério; k- queratina; Nf-

tecido em neoformagédo; v- vasos sanguineos.
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5.3 Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de macréfagos

peritoneais

A CFL, quando incubada com cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos, induziu de forma significativa (p<0,05) aumento da liberacdo de TNF-
a no sobrenadante, quando comparado a liberacdo por macréfagos nao estimulados
(incubados apenas com o RPMI). O LPS foi utilizado como controle positivo de
estimulacao de macréfagos (Figura 16).
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Figura 16 - Lectina de sementes de Cratylia floribunda (CFL) induz aumento da liberacado de
TNF-a por macréfagos peritoneais de camundongos. As barras representam as médias + EPM
dos valores de TNF-a no sobrenadante de macréfagos incubados com RPMI (controle negativo),
LPS (1ug/mL; controle positivo) e CFL (200 pug/mL). *P<0,05 representa as diferengas estatisticas em
relacdo ao controle negativo (Teste de Bonferroni- ANOVA).
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6 DISCUSSAO

A ferida é algo que leva a dor e ao desconforto, fisico e emocional, de
modo a fragilizar e incapacitar o individuo, deixando marcada uma cicatriz. Em vista
disso, o tratamento de feridas vem sendo tema destacado em diversos setores
profissionais da area de saude no mundo todo. Entretanto, ndo existem na clinica
terapias licenciadas, as quais favorecam de forma satisfatéria a deposicao de tecido
cicatricial em lesées (RHETT et al, 2008). Dessa forma, vém-se buscando
alternativas terapéuticas eficazes, de facil aplicacdo e baixo custo, levando assim a
um interesse por medicacdes fitoterapicas e homeopaticas.

A utilizacdo de plantas no tratamento topico de lesdo cutanea fora
descrita por Andrade et al., (1999), o qual utilizou o alecrim pimenta (Lippia sidoides
cham.) em feridas cutaneas produzidas experimentalmente em camundongos. Em
adicdo, outros estudos foram realizados para avaliar o uso de polissacarideos
extraidos da pelicula da cana-de-acucar (GALEGO; SILVEIRA; D’ACAMPORA,
1997; MONTEIRO et al., 2000), do cajueiro (Anacardium occidentale) (GALEGO;
SILVEIRA; D’ACAMPORA, 1997; ROCHA, 2000, SCHIRATO et al., 2002), de
cogumelos Pleurotusostreartus (BONONI et al., 1995), da Areca catichu (PADJAMA;
BAIRY;, KULKARNI, 1994), e o Wedelia calendulacea (HEDGE; KHOSA;
CHANSOURIA, 1994) no tratamento de feridas cutaneas.

O processo cicatricial caracteriza-se por ser uma resposta inespecifica as
mais diversas agressdes ou fatores irritantes, desencadeando-se nos tecidos uma
reacdao inflamatoria. Esta reacdo compreende uma sequéncia ordenada de
fenbmenos, os quais possibilitam a restauracao da area lesada, caso haja cessacao
do fator desencadeante, ou cronificacdo do processo se tal fator permanecer. A
inflamacéao, portanto, é todo um processo e ndo apenas uma fase na reparacao do
tecido. Drogas que interfiram na resposta inflamatéria devem modificar o processo
de reparacao tecidual (PRANDI FILHO et al., 1988).

Segundo Kumar, Wong e Leaper (2004), a reacao inflamatéria é
fundamentalmente um mecanismo de defesa, porém existe a possibilidade de ser
prejudicial ao organismo. Evidéncias moleculares demonstram que os fatores
recrutados para prevenir infeccoes e favorecer os processos de reparo no sitio da
lesdo podem efetivamente causar danos (BALKWILL; COUSSENS, 2004; GRETEN;
KARIN, 2004). Nesse contexto, uma leitura atualizada propée que 0S processos
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inflamatérios induzidos por injurias crénicas contribuem para o desenvolvimento em
multiplos estagios das neoplasias (BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

A resposta inflamatéria consiste em dois componentes principais: uma
reacao vascular e uma reacgao celular. Edema e hiperemia sao sinais caracteristicos
do processo inflamatério, diretamente relacionado com o efeito de mediadores
vasoativos que alteram o calibre vascular (BADYLAK, 2002).

Os neutrdfilos sao as primeiras células que migram dos vasos sanguineos
para o tecido lesionado no intuito de conferir um papel protetor, através da
fagocitose, além de favorecer o debridamento da lesédo (MALECH; GALLIN, 1987).
Entretanto, estudos indicam a participacao dos neutréfilos e de suas proteases como
mediadores de dano tecidual, estando associados as doencas inflamatérias
cronicas, tais como a artrite reumatodide, doenca periodontal e a fibrose cistica
(MALENCH; GALLIN, 1987; SANDHOLM, 1986)

Yager e Nwomeh (1999) relatam a necessidade em investigar agentes
antiinflamatérios que possam bloquear de alguma forma a participagcdo dos
neutréfilos (quimiotaxia, aderéncia, infiltracdo ou degranulacao) na fase inflamatoria
do processo cicatricial. Os glicocorticéides poderiam, inclusive, representar uma
categoria de drogas para modular a funcao neutrofilica, mas é bem esclarecida a
capacidade destas drogas em reduzir a fibroplasia, deposicao de tecido conectivo e
contragdo da lesdao (KELLEY; FELIX; ERLICH, 1990), o que resulta em
complicagdes no processo de reparo.

Lectinas sdo moléculas valiosas com potencial farmacoldgico ja
demonstrado em varios modelos experimentais, apresentando excelentes resultados
principalmente em relacdo a modulagdo da respostas inflamatérias. Entretanto, a
caracterizacao de possiveis efeitos destas proteinas na cicatrizacao de feridas tem
sido pouco explorada.

Efeitos de lectinas de leguminosas frente a processos inflamatérios, tém
sido demonstrados, principalmente pelo nosso grupo de pesquisa.
Interessantemente, estas proteinas podem apresentar atividade anti- ou pro-
inflamatéria dependendo da via de administracdo utilizada. Além disso, na maioria
dos trabalhos tém-se indicado a importancia do sitio de ligacdo a carboidratos de
lectinas na sua atividade bioldgica (ALENCAR et al., 2003, 2004, 2005)

Aparados pelos resultados anteriores os quais demonstram efeitos
moduladores da resposta inflamatéria para as lectinas, e acreditando na
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fundamental importancia da modulacdao da fase inflamatéria no processo de
cicatrizacao de feridas, resolvemos investir no estudo do efeito da lectina de Cratylia
floribunda (CFL), com propriedade antiinflamatéria anteriormente descrita
(ASSREUY et al., 1997) no modelo de cicatrizagédo de lesGes cutaneas.

Neste trabalho, demonstramos que o tratamento tépico com a CFL
modulou a fase inflamatéria do processo de cicatrizacdo de feridas em
camundongos, uma vez que os sinais flogisticos edema e hiperemia ocorreram no
grupo CFL por um menor periodo de tempo, de forma menos frequente e com menor
intensidade quando comparado ao grupo controle. De forma menos marcante, o
grupo tratado com a lectina apresentou nesta fase uma menor frequéncia lesdes
com caracteristicas exsudativas.

As andlises histopatolégicas corroboram com as observacoes
macroscopicas em relacao a atividade antiinflamatéria da lectina neste modelo, uma
vez que as amostras do 2° dia de PO ja evidenciavam um escasso infiltrado
inflamatério em relagdo ao grupo controle e no 7° dia de PO nenhum infiltrado
celular foi observado, enquanto que neste mesmo periodo, o grupo C ainda
apresentava infiltrado celular e crostas espessas totalmente aderidas as lesdes.

A adesao ao endotélio € um pré-requisito para a infiltracdo dos neutréfilos
no local da inflamacdo. Este processo é mediado por um grupo de lectinas
denominada selectinas. Estas lectinas que interagem com aglcares e/ou
glicoproteinas e sao responsaveis pela adesao de leucécitos ao endotélio vascular
na cascata precoce de eventos que levam aos processos de inflamacéo. Elas sao
necessarias para a migracao de leucécitos, sendo o passo inicial na seqiéncia dos
eventos que resultara no extravasamento dos neutréfilos nos sitios de injuria
(CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993; ROSSITER; ALON; KUPPER, 1997).

A hipotese de que o efeito antiinflamatério das lectinas ocorra através da
competicao destas com moléculas de adesao pelos seus glico-receptores, inibindo,
assim, o rolamento e a adesdo dos leucécitos no endotélio vascular, tem sido
comprovada por estudos com microscopia intravital (COELHO et al., 2006; SILVA et
al., 2006; NAPIMOGA et al., 2007;).

Neste sentido, acreditamos que o efeito da CFL sobre os sinais
inflamatérios no modelo de cicatrizacdo aqui estudado, possa esta ocorrendo por
sua acao no endotélio vascular. Apesar do tratamento por via tépica, acreditamos
também que a CFL esteja alcancando os vasos sanguineos locais pelas seguintes
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razées: 1) O trauma tecidual favorece uma exposicdo da rede capilar, facilitando
assim uma melhor absorcdo da lectina desde o primeiro dia de tratamento. Neste
periodo se observou a maior diferenca entre os percentuais de contracdo das lesdes
entre os grupos estudados, o que pode ser atribuido a acao anti-edematogénica da
lectina; 2) Nos dias subsequentes, apesar da presenca da crosta, a sua espessura
delgada associada a presenca de fissuras permitiram a penetracdo da lectina em
solucdo; alcancando os vasos delgados em neo-formagdo que compde o tecido de
granulacao.

A crosta comeca a ser formada com o exsudato filtrado da ferida que
aparece na superficie da pele. Ela proporciona uma protecédo limitada contra a
contaminacao externa, uma manutencdo da hemostasia interna e uma superficie
sob a qual pode ocorrer a migracao de células e 0 movimento das bordas da lesédo
(PEACOCK, 1985).

Nossos resultados mostraram que houve formacdo crostosa de forma
semelhante em ambos os grupos a partir de 48 horas de PO. Entretanto,
curiosamente notou-se macroscopicamente um prolongamento no tempo de
permanéncia da crosta nas feridas do grupo controle comparado ao grupo tratado
com a lectina, tanto que no pendultimo dia de avaliacdo, 46% dos animais do controle
ainda apresentavam esta protecdo sobre as lesées, em contraste com a auséncia
desta sobre as lesées do grupo CFL. Junto aos dados macroscopicos, as analises
histopatolégicas do 7° dia de pods-operatorio evidenciaram o desprendimento
precoce das crostas no grupo CFL. Além disso, uma maior frequéncia de lesdes nao
visualizadas clinicamente a partir do 10° dia de p6s-operatério no grupo tratado com
a lectina, bem como a visualizagdo precoce e crescente do tecido cicatricial desde o
5°dia de PO.

Desta forma, hipotetizamos que as crostas permaneceram por mais
tempo sobre as lesdes do grupo controle no intuito de proteger um tecido de
granulacdo ainda imaturo, ocorrendo o desprendimento somente quando o tecido
encontrava-se reepitelizado. Seguindo esta mesma linha de raciocinio, acreditamos
que uma maior frequéncia de crostas desprendidas precocemente no grupo CFL
possam ser atribuidas a ocorréncia antecipada da reepitelizagdo induzida pelo
tratamento com a lectina.

Carrel (apud Prandi Filho et al, 1988) em 1921 mostrou que a inflamacéao

€ necessdria para que ocorra a cicatrizacdo normal. Por outro lado, reacéo
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inflamatéria exagerada, como observada em feridas infectadas, retarda a
cicatrizacdo. Deve haver, entdo, algum grau de inflamacao étimo para o processo de
cicatrizagao, inclusive tem sido aceito que existe um processo de reacao inflamatéria
em feridas limpas com pouco grau de dano tecidual (BRUNIUS et al., 1965). Neste
contexto e de acordo com os resultados expostos acima, acreditamos que a CFL ao
modular a fase inflamatdria do processo cicatricial, contribuiu para uma antecipacgéao
da fase de fibroplasia.

O sistema imune desempenha um papel fundamental no processo da
cicatrizacdo de lesbes cutaneas, pois além de participar da funcéo inflamatéria e de
defesa do hospedeiro, as células deste sistema liberam citocinas, linfocinas e fatores
de crescimento indispensaveis pela continuidade do processo (PARK; BARBUL,
2004). Assim, os macrofagos representam um papel fundamental (RICHES, 1996),
ao ponto que, a deplecao destas células, bem como a repressdo da sua ativacao
estdo associadas a disturbios na cicatrizacdo (BARBUL, 1990; MOORE; THOMAS;
HARDING, 1997). Sua importadncia nao estd implicada apenas na degradacao
tecidual e prevencao de infeccdes, mas por regular a cicatrizacdo através da
liberacdo de varias citocinas, como TNF-a que parece ser fundamental
especialmente durante os estagios iniciais da cicatrizacao.

O desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento
de feridas que nao cicatrizam tem sido focado no estudo dos fatores de crescimento,
dentre os quais, o TNF-a, que influencia a reepitelizacdo e especialmente a
angiogénese. Esta proteina € uma citocina proé-inflamatéria com habilidade de
interferir em quase todos os tecidos e sistemas organicos. Na cicatrizacao, confere
quimiotaxia para macréfagos, ativando-os, estimulando a angiogénese, proliferacao
de fibroblastos (SUGARMAN et al, 1985; FAHEY; SHERRY; TRACEY, 1990),
aumenta a sintese de prostaglandinas e colagenases pelos fibroblastos (DAYER,;
BEUTLER; CERAMI, 1985). Na literatura, alguns estudos experimentais demonstram
a participacao benéfica desta citocina na cicatrizacao de feridas.

A expressao genética do TNF-a encontra-se reduzido na cicatrizagao
anormal de ferimentos tratados com corticides em camundongos (HUBNER et al.,
1996); o seu efeito na angiogénese foi observado durante a cicatrizacdo de feridas
excisionais no dorso de porcos (ROESEL; NANNEY, 1995). Outros estudos
evidenciaram concentracdes crescentes de TNF-a em tecido de granulacdo e no
fluido de lesbes (APPLETON et al., 1993; FORD; HOFFMAN; WING, 1989).
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Curiosamente, o TNF-a favorece a reepitelizagdo e a neovascularizacao
quando administrado em baixas doses, tanto por via subcutanea (PIGUET; GRAU;
VASSALLI, 1990) como por via tépica (FRANK et al., 2003). Neste mesmo estudo,
Frank e colaboradores, demonstraram que o tratamento tépico com TNF-a apds a
deplecdo de macréfagos compensa no efeito negativo na reepitelizacdo e na
angiogénse.

Outra citocina com significante impacto na cicatrizagdo é a IL-6, a qual
confere diferentes efeitos, dentre os quais, mitogenicidade para queratindcitos
(WATANABE; OSAKI; AKAIKE, 1997) e inducao da expressao de receptores KGF
em fibroblastos (CHEDID et al., 1994), ressaltando, também, que sua contribuicdo
na reepitelizagdo tem sido demonstrada em estudos com camundongos
transgénicos para deficiéncia em IL-6, nos quais a cicatrizacao foi retardada (CHOI
et al.,1994).

Segundo Satoh e Yamazaki (1993), estimulos para a produgcédo de TNF-a
aumentam a producao de IL-6, como em queratindctios, indicando uma relacao
sinérgica entre estas duas citocinas (ANDREWS; SNYDER, 1991) tao relevante que,
a importancia desta relacao é descrita em estudos, os quais mostram que TNF-q,
possivelmente por induzir a producao de IL-6, favorece a regeneracao hepatica nas
hepatectomias e apds exposicao ao tetracloreto de carbono (CCl4) (AKERMAN et
al., 1992; TAUB, 1996; YAMADA; KIRILLOVA; PESCHON, 1997; BRUCCOLERI et
al., 1997).

Durante os ultimos anos foi demonstrado que uma grande quantidade de
lectinas vegetais é capaz de ativar células do sistema imune (Alencar et al., 2004;
Cavada et al, 2001). Segundo Cavada (2001), diversas lectinas extraidas de
leguminosas pertencentes a subtribo Diocleinae estimulam a proliferacdo de
linfocitos in vitro, dentre elas a lectina de ConBr, DVioL e CFL. Além disso, induzem
a producao in vitro de varias citocinas por células mononucleares de humanos, tais
como TNF-a pela ConBr e DVioL; lectinas estas, que em estudos recentes foram
capazes de estimular o processo de reparacdo de lesdes cutdneas em
camundongos normais (SCHIRATO, 2006).

Assim, considerando o importante papel do TNF-a no processo cicatricial
de feridas, delineamos investigar o possivel efeito da lectina de Cratylia floribunda

em estimular macréfagos in vitro a liberagdo desta citocina. Este estudo nos revelou
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que a CFL, quando incubada com cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos estimula a liberacao de TNF-a.

Diante estes resultados e conforme os achados na literatura,
hipotetizamos que o tratamento tépico com a lectina possa conferir um estimulo in
vivo para que macrofagos residentes no tecido lesionado liberem TNF-q,
possivelmente favorecendo as seguintes respostas no processo cicatricial: 1)
Formacdo de novos vasos (angiogénese), onde, segundo Stashak (1994), a
neovascularizagao favorece a cicatrizacao por aumentar o aporte de nutrientes e de
células na regido afetada, reduzindo o tempo de retracdo da ferida. Neste contexto,
observamos através dos resultados histopatolégicos que o tratamento com a lectina
favoreceu a formacgao de uma rede vascular mais organizada desde o 2° dia de PO;
2) Proliferagéo de fibroblastos e produgdo de um novo colageno. A rede vascular
desde o0 2° dia de PO apresentava-se com aspecto mais resistente, conferido pela
presenca das fibras colagenas, consistindo um tecido de granulacao fibrovascular;
este padrao fibroso evoluiu ao longo do tratamento, uma vez que foi evidenciado
este aspecto de forma mais consistente nas analises do 7° dia e 12° dia de PO; 3)
Possivelmente contribuindo para a producdo de IL-6, citocina mitogénica para
queratindcitos e que induz a expressao de receptores KGF em fibroblastos; tanto
que no 12°dia, as amostras histopatologicas revelaram que as lesées do grupo CFL
além de completamente reepitelizadas, estavam recobertas por queratina.

A real evolugcdo do processo cicatricial foi demonstrada pela reducédo da
area das lesdes, representado pelo percentual de contracdo. Nossos resultados
mostraram que o grupo CFL apresentou retracdo das lesées de forma superior ao
grupo controle desde os primeiros dias de tratamento. As diferengcas entre os
percentuais de contracao dos grupos no 1° dia PO (diferenca de 22,5%) pode ser
atribuida a acédo anti-edematogénica nas feridas tratadas, reduzindo assim o volume
da lesédo. Ao passo que no 5°dia de PO (diferenca de 20,5%), podemos atribuir ao
surgimento de maior quantidade de fibras colagenas fornecida pelos fibroblastos, o
que contribui para a contracao da leséo; tanto que nas biépsias do 7° dia de PO o
principal aspecto verificado foi o predominio de um tecido de granulacdo
fibrovascular, composto de densas fibras colagenas, enquanto que no grupo controle
apenas indicios destas fibras estavam presentes, o qual nos leva a acreditar em
uma menor quantidade dos fibroblastos nas lesdes sem tratamento. Esta hipdtese é
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baseada na capacidade do TNF-a em induzir a proliferacdo de fibroblastos, como
também em estudos que demostram a agcao mitogénica de lectinas.

Segundo Cavada et al, (1996), as lectinas possuem acao mitogénica.
Lectinas vegetais interagem com residuos especificos de carboidratos de
glicoproteinas da membrana celular e executam fungdo mitogénica mimética
(KULKAMI; MCCULLOCH, 1995). Sell e Costa (2003) demonstraram que as lectinas
de Phaseolus vulgaris (PHA) e a aglutinina do germe de trigo (WGA) induzem a
proliferacao de fibroblastos in vitro.

Assreuy et al., (1997) demonstraram que algumas lectinas pertencentes a
subtribo Diocleinae e com especificidade de ligacao glicose-manose, apresentam
atividade antiinflamatéria, entre elas Dioclea violacea (DViolL) e Cratylia floribunda
(CFL). Entretanto, esta atividade bioldégica ndo foi observada pela lectina de
Canavalia brasilienses (ConBr), embora apresente a mesma especificidade de
ligacdo a carboidratos.

Schirato (2006), demonstrou que DVioL e ConBr na mesma dose que a
utilizada para a CFL no nosso estudo, favorece a cicatrizagdo de lesdes cutaneas,
interferindo na fase inflamatéria deste processo. Nossos resultados revelaram
também este perfil antiinflamatério, inclusive de forma precoce, uma vez que desde
o 1°dia de PO apenas 46% dos animais apresentavam edema em contraste com a
totalidade do grupo no estudo com a ConBr e DVioL.

Em alguns aspectos, as andlises histopatolégicas das lesdes tratadas
pela ConBr e DVioL no 2°dia de PO assemelham-se aos nossos resultados, como a
presenga de excasso infiltrado inflamatério, porém, neste mesmo periodo, as lesdes
tratadas com CFL ja apresentavam visiveis fibrilas colagenas, e este padrao
somente foi alcangado pelo tratamento com as lectinas ConBr e DVioL no 7° dia de
PO.

Entre as lectinas: ConBr, DVioL e CFL, o processo reparativo das lesdes
apresentou-se mais avancado nos grupos tratados com as lectinas de ConBr e CFL,
uma vez que as analises histopatolégicas no 12° dia de PO revelaram lesbes
completamente reepitelizadas, enquanto que neste mesmo periodo, envidenciou-se
uma incompleta reepitelizacdo nas lesées tratadas com DVioL.

Lectinas de sementes da subtribo Diocleinae exibem alta homologia (80-
90%) no que diz respeito as suas estruturas primarias (SHARON; LIS, 1990),
conferindo a mesma especificidade por residuos de glicose e manose, além da
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grande afinidade pela cadeia de trimanosideo 3,6-di-O-a-D-manopiranosil)-D-
manose (DAM et al., 1998). Além disso, estas lectinas reconhecem 0s mesmos
epitopos na estrutura do trimanosideo.

Apesar da grande homologia entre as lectinas Diocleinae, estas
glicoproteinas podem induzir respostas biolégicas distintas. Segundo Cavada et al.,
(2001) as diferengas observadas entre as propriedades biologicas de lectinas
ocorrem devido alteracbes em trés principais parametros fisico-quimicos:
Especificidade distinta a carboidratos complexos (GUPTA et al., 1996; DAM et al.,
1998); Estado de oligomerizacdo dependente de pH (equilibrio dimérico-
tetramérico), onde apenas a conformacao tetravalente interage com receptores da
superficie celular, ativando vias de transcricdo (GRANGEIRO et al., 1997; CALVETE
et al., 1999) e orientacao relativa dos sitios de ligacao a carboidratos.

O equilibrio dimérico-tetramérico dependente de pH, modula a
capacidade das lectinas ligar-se e agregar de forma especifica a determinadas
glicoproteinas e glicolipideos na superficie celular, deflagrando distintas respostas
celulares. Pequenas diferencas na estrutura primaria tém um impacto no equilibrio
dimérico-tetrameérico, resultando nas diferentes consequéncias biologicas (CALVETE
et al., 1999).

Sabe-se que a lesdo endotelial na area da lesdo cutanea compromete o
aporte de oxigénio em funcdo da formacdo do trombo hemostatico, ativando o
influxo de macréfagos para a area da injuria. Estas células no intuito de conferir uma
acao antimicrobiana local liberam radicais de oxigénio, 6xido nitrico e peroxido de
hidrogénio (LI et al., 2007; PARK; BARBUL, 2004) que consequentemente eleva as
concentracdes de acido lactico e queda do pH (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Neste contexto, postulamos que as alteracbes no ambiente da leséao
possam alterar o pH local, podendo de alguma forma interferir no estado de
oligomerizacao dependente de pH da lectina. Adicionalmente, ndo sabemos em que
pH a solucdo com a lectina se mantém ap6s o preparo. Desta forma, hipotetizamos
que cada lectina possa apresentar um comportamento distinto neste modelo
estudado, deflagrando inesperadas propriedades biolégicas ap6s o tratamento.

Baseado nestas hipbteses acreditamos que as diferencas encontradas no
nosso estudo em relacdo ao de Schirato (2006), possam ser ocasionadas em
resposta aos seguintes aspectos: 1) pequenas diferencas na estrutura primaria de
cada lectina, as quais interferem na especificidade por carboidratos complexos; 2)
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Estado de oligomerizacao da lectina em virtude das alteracées do pH no ambiente
da lesdo, além do seu desconhecido comportamento apds o preparo da solucéo,
que pode resultar em inesperadas propriedades bioldgicas.

Grandes desafios ainda permanecem no tratamento de feridas. Muitos
produtos estdo disponiveis no mercado farmacéutico sem que se conhegcam
resultados confidveis sobre a sua utilizagdo. Assim, tendo em vista o crescente
interesse em buscar na natureza moléculas com potencial terapéutico, acreditamos
que lectina de Cratylia floribunda habilita-se como uma alternativa viavel na
elaboracdo de drogas para o tratamento lesbes cutaneas. Entretanto, sao
necessarios estudos adicionais no sentido de melhor investigar seu mecanismo de
acao e potencial alergénico, bem como uma melhor forma farmacéutica para o uso

de lectinas em lesdes cutaneas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e |LesoOes tratadas com a lectina de Cratylia floribunda (CFL) apresentaram por
um menor periodo de tempo os sinais flogisticos edema e hiperemia, além de

terem ocorridos com uma menor frequéncia e intensidade;

e Acreditamos que o efeito da CFL sobre os sinais inflamatérios no modelo de
cicatrizacdo aqui estudado, possa esta ocorrendo por sua acao no endotélio

vascular.

e A CFL favoreceu o desprendimento espontaneo das crostas de forma
antecipada, evidenciando a presenca de um tecido cicatricial sobre a area

lesionada;

e A presenca de tecido cicatricial sobre a area lesionada foi observada de forma

precoce e crescente no grupo CFL a partir do 5°dia de PO.

e Notou-se a partir do 10° dia de PO, uma maior frequéncia de lesbes nao
visualizadas clinicamente no grupo CFL;

e Uma maior retragdo das lesbes desde os primeiros dias de tratamento foi

conferida com a utilizagao tépica da CFL;

e A deposicdo de um tecido de granulacao fibrovascular foi evidenciada de forma
antecipada nas andlises histopatoldgicas das lesdes tratadas com CFL;

e Estudos in vitro demonstraram a capacidade da CFL em estimular a liberacao
de TNF- a em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos, sugerindo

que in vivo este estimulo possa estar ocorrendo.
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8 CONCLUSOES

Os resultados observados neste estudo nos permitem a concluir que a
lectina de Cratylia floribunda modula a fase inflamatéria do processo cicatricial de
lesbes cutdneas em camundongos, favorecendo uma antecipacdo da cicatrizagao.
Pode-se postular que o efeito modulatério da CFL sobre a inflamacdo no modelo
estudado ocorra no endotélio vascular local, via inibigdo da migragdo de neutrdéfilos
para o tecido lesionado. A estimulagéo in vitro de células residentes (macrofagos)
pela CFL favoreceu a liberacdo de TNF-a. Hipotetizamos que in vivo este processo
possa estar acontecendo, ja que neste estudo evidenciaram-se aspectos favoraveis
a fase de fibroplasia (angiogénese e deposicdao de colageno) possivelmente
conferido pelo TNF-a e que contribuiu para o reparo tecidual. Entretanto, outras
abordagens precisam ser realizadas no sentido de melhor caracterizar os efeitos da
CFL sobre o processo de cicatrizagdo de feridas, bem como seu mecanismo de
acao.
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APENDICE A

FICHA DE AVALIACAO CLINICA
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