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Resumo

Lectinas sdo proteinas (ou glicoproteinas) nadoepeentes ao sistema imunoldgico,
capazes de reconhecer sitios especificos em madéeligar-se a carboidratos, sem alterar
a estrutura covalente das ligagGes glicosidicasedesitiosCanavalia brasiliensie a
Dioclea violaceasdo leguminosas pertencentes a subtribo Diocleidas quais séo
extraidas as lectinas ConBr e DViol, respectivame@om o objetivo de avaliar a
influéncia do tratamento tépico com estas lectinasprocesso cicatricial de feridas
cutaneas, foi produzida uma ferida na regido ddwmalcica (1 cm?) em camundongos
(Mus musculu} albinos suicos, divididos em cinco grupos (n=fifgg), segundo o
tratamento empregado: Grupo C (NaCl 150 mM); Gr@QomBr50 (ConBr 5Qug/mL);
Grupo ConBr 100 (ConBr 10Qg/mL); Grupo DViolL50 (DVioL 50ug/mL) e Grupo
DVioL100 (DVioL 100ug/mL). Foram aplicados diariamente 1d0de cada solucédo e ao
longo de todo o periodo pds-operatdrio (PO) (at@’alia), as feridas foram submetidas a
avaliacdo clinica. Biopsias para analise histopgioh e exames microbiologicos foram
realizados nos% 7° e 12 dias de pds-operatério (PO). A atividade antinb@oa das
lectinas citadas foi testada frente as bact®&aasllus sp.,Escherichia coli Staphylococcus
aureus, Streptococcsp. Durante a avaliacdo clinica, foi observadoagigrupos tratados
com a lectina apresentaram sinais flogisticos menessos quando comparados ao grupo
controle (NaCl 150mM). No f2dia PO, os animais tratados com a lectina ConBr 10
pug/mL apresentaram um percentual de contracéo raode 96,40%, superior aos demais
grupos estudados. As lectinas testadas ndo apem®natividade antimicrobiana vitro
frente aos microrganismos testados, porém durantestesn vivo, no grupo ConBr100,
nenhum microrganismo foi isolado das lesdes cutarigéab o aspecto histopatoldgico, o

grupo ConBr100 apresentou 0 processo cicatricia mzancado no 22lia de avaliacao,



observando-se reepitelizacao, tecido de cicatrid@apadrao fibroso com fibras colagenas
bem organizadas e inicio de formacédo dos anex@eos. O presente estudo oferece
evidéncia farmacoldgica preliminar sobre o uso taginas ConBr e DViolL para

promover o processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: Lectinas; Canavalia brasiliensis Dioclea violacea atividade

antimicrobiana; cicatrizacdo; feridas cutaneas.
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Abstract

Lectins are carbohydrate binding proteins or glyotgins of non-immune origin capable
of specific recognition of, and reversible binditay carbohydrates without altering their
covalent structure. The lectins for@anavalia brasiliensigConBr) andDioclea violacea
(DViolL) seeds are sugar-binding specificity-fhannose if-glucose)] proteins. The effect
of the the topical treatment of ConBr and DVioL wasluated in the cutaneous wound
healing. Surgical wounds (1 &mwere produced aseptically in the dorsal thoraeggon in
albino Swiss mice. The mice were divided into fgreups (n=15/group), each wound was
daily topically treated (1QfL) along 12 days, as follows: 150mM NaCl (C group},
pug/ml ConBr lectin (ConBr50 group); 18/mL ConBr lectin (ConBrl100 lectin); 50
pug/ml DVioL lectin (DVioL50 group); 10Qg/mL DVioL lectin (DVioL 100 lectin).
During the postoperative period (PO), the woundeevgelbmitted to the clinical evaluation
until the 12" day. Histopathological and antimicrobial evaluasioof the injuries been
carried in ¢ 7" and 13" days PO. Antibacterial activitin vitro tests were carried out
againstBacillus sp.,Escherichia coli Staphylococcus aureus, StreptococspsDuring the
clinical evaluation, was observed that the groupated with the lectins had presented less
intense flogistic signs when compared with the c@rgroup (NaCl 150mM). At 12 day
PO, the animals treated with ConBr 10@/mL had presented contraction percentile
(96,40%) superior to the other studied groups. Témted lectins did not presented
antimicrobial activity to the tested microrganisnm®wever duringin vivo tests, in the
ConBr100 group, any microrganism was isolated fromtaneous injuries. Under the
histopatologic aspect, the ConBr100 group presetitednore advanced wound healing
process at 12 day of evaluation, showing re-epitelializationcatiicial tissue of fibrous

aspect with collagen fibrils well-advanced orgatiaand beginning of formation of the
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cutaneous enclosures. These results suggest swbleo clinical employment of the

ConBr and DViolL lectins.

Keywords: Lectins; Canavalia Brasiliensis Dioclea violacea Antimicrobial Effect;

Wound Healing; Cutaneous Wounds
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O processo de reparo ocorre com 0 objetivo deuesta integridade anatbmica e
funcional do tecido perdidas, caracterizando-se ymna sucessdo complexa de eventos
bioquimicos e celulares em resposta a leséo tdcilaea que um ferimento seja curado
com éxito, os eventos devem suceder-se em umarseg@propriada e o resultado final €
geralmente uma cicatriz de tecido conjuntivo, repnéando o somatério dessas etapas.
Cada processo envolvido no reparo de uma ferida dew controlado com preciséo, pois
em caso contrario, podem ser gerados resultaddesqnados (CARVALHO, 2002).

Se as feridas ndo sdo adequadamente tratadas, spogie infeccdo. Feridas
infectadas cicatrizam mais lentamente e a reemiglio € mais prolongada
(INNGJERDINGER et al., 2004). As infeccbes securaade pele sdo freqliientemente
causadas pela flora transitoria, composta pringipate porStaphylococcus aureusu
Streptococcus pyogenéStreptococcupertencentes ao Grupo Bshemoliticos). O rapido
diagnéstico e tratamento sao essenciais para pravagravamento da lesédo local ou em
circunstancias extremas, surgimento de complicagi@&smicas, comsepsisque poderia
acarretar a morte do paciente (BIKOWSKI, 1999).

Lectinas séo proteinas (ou glicoproteinas) capdeegconhecer sitios especificos
em moléculas e ligar-se a carboidratos, sem altrastrutura covalente das ligacbes
glicosidicas dos referidos sitios (GRANGEIRO, 1998) interacdo das lectinas com
receptores glicidicos da membrana celular € a badecular para varias respostas que
essas proteinas sdo capazes de induzir nos maisalvsistemas biolégicos (ISIDRO et
al., 2001).

Canavalia brasiliensi Dioclea violaceasao leguminosas pertencentes a subtribo
Diocleinae e a partir destas sdo extraidas am#ciConBr e DViol, respectivamente
(BARBOSA et al., 2001). ConBr e DVioL séo lectineem afinidade glicose/manose,

homologas a Concanavalina A (Con A), segundo CAVABAal. (1993). Estas lectinas
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vém sendo estudadas demonstrando-se a inducdoodacfio de histamina em ratos
(GOMES et al., 1994) e de o6xido nitrico (ANDRADEagt 1999), além do efeito protetor
in vivo contra infeccdo pela_eishmania amazonensisem camundongos BALB/c
(BARRAL-NETTO et al., 1996), estimulacao linfocigaiem humanos (BARRAL-NETTO
et al.,, 1992), estimulacdo da producdo de macréfagdinfocitos em camundongos
C3H/HeJ (RODRIGUEZ et al., 1992).

Objetiva-se com este trabalho avaliar o efeitonaictiobianoin vivo ein vitro e a
atividade cicatrizante do tratamento topico diamton solugbes contendo as lectinas de
Canavalia brasiliensi{ConBr) e Dioclea violacea(DVioL), no processo de reabilitacdo

de lesdes cutaneas em camundongos.
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A proposta deste trabalho € de testar as lectie&adavalia brasiliensigConBr)
e Dioclea violacea(DViolL) quanto a atividade antimicrobiama vitro e in vivo e 0 seu
efeito cicatrizante em feridas cutaneas, justificadlos seguintes aspectos:
» Existir interesse da pesquisa de novos agentemiargbianos que combatam
infecgbes locais de maneira eficiente, com menmust®s e efeitos colaterais.
e O fato dessas lectinas ter demonstrado atividaddddica relacionada a
estimulacao do células do sistema imune, frentiriayv modelos experimentais;
* A biodisponibilidade, visto @anavalia brasiliensise Dioclea violaceaserem
plantas nativas da regido Nordeste, onde sdo araptantultivadas, sendo um

recurso natural que pode ser explorado sem agseasti@entais.
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3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobianadr( vivo ein vitro) e a atividade cicatrizante cutanea
do tratamento topico diario com solugcdes conterglteetinas deCanavalia brasiliensis

(ConBr) eDioclea violacegDViol).

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar in vitro o efeito antimicrobiano das lectinas frente aosronganismos
Bacillus sp., Escherichia coli Staphylococcus aureuStreptococcusp. (padroes
para ensaios antimicrobianos);

* Avaliar macroscopicamente as lesdes quanto aoss solimicos e a area da
contragao da ferida;

* Avaliagéoin vivo do efeito antimicrobiano das lectinas frente aagenganismos
isolados das feridas cutaneas experimentais, atidwésolamento e identificacdo
dos microrganismos;

» Auvaliar o processo cicatricial sob o ponto de vigstopatoldgico.
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4.1. Cicatrizagéo

A cicatrizacdo de lesdes cutaneas € um proceskmioio dinamico bem ordenado,
onde a leséo tecidual acarreta a ruptura e o coests extravasamento do contetudo de
vasos sanguineos. Este processo é didaticamemdeldinas seguintes fases: hemostasia,
fase inflamatoéria, fase proliferativa ou de gragéta e de remodelacdo da matriz
extracelular, como ilustrado na Figura 1 (BRANSKEE, 2005, SHIMIZU, 2005). Logo
apos o tecido ser lesionado, uma cobertura prinG@mposta por fibrina restabelece a
hemostase e fornece um ambiente para as plaqeetasesn fatores de crescimento (FCs),
citocinas e elementos da matriz extracelular (MEE3tes mediadores do processo
inflamatorio recrutam macrofagos e neutréfilos, qsais secretam diversos fatores
especificos que orquestram as fases seguintes dcesgo de reparacdo tecidual
(SANTORO e GAUDINO, 2005).

Na fase inflamatodria, os neutrofilos aderem-seoaallda leséo poucas horas apos
ocorrer a injUria, através de quimiotaxia por medias liberados por plaquetas, células
pertencentes ao sistema imune, microrganismos odaaidevido a ativacdo do
complemento (PARK e BARBUL, 2004; SZPADERSKA e MHFRO, 2005). Os
neutréfilos chegam ao local da lesdo poucos minapds a sua formacao. Aléem de sua
funcdo fagocitaria, os neutréfilos possuem acac-irgt@dmatoéria pela liberacdo de
citocinas que ativam fibroblastos e queratindcitoaso a ferida ndo esteja severamente
infectada, em poucos dias o numero de neutrofilosindi devido a fagocitose por
macrofagos (MARTIN, 1997; WERNER e GROSE, 2003).

Depois de um ou dois dias, mondcitos teciduaisnBieram entram no local da
lesé@o e se diferenciam em macrofagos que particgpaoncluem o processo inflamatério,

realizando um debridamento no local da lesdo. §sio entimicrobiano ocorre através de
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fagocitose e pela liberacdo de oxigénio, Oxidoiaut(NO) e peroxido de hidrogénio
(SCHAFFER et al., 1996). O debridamento é facititpela fagocitose e pela producéo de
enzimas como a colagenase e elastase (PARK e BARROQ4; SZPADERSKA e
DIPIETRO, 2005).

Os macroéfagos expressam o gene da enzima oxidoongintetase (iINOS) e séo
uma fonte de producéo de NO nas primeiras etapasodesso cicatricial (SCHAFFER et
al., 1997; REICHNER et al., 1999; LEE et al., 2004)importancia do NO nao se deve
apenas a sua atividade antimicrobiana em modelosiosuy EFRON, MOST e BARBUL,
2000); deve-se ressaltar que a inibicdo do INOfgiea significativamente o processo de
reepitelizacdo (STALLMEYER, 1999), aumenta o teng@ oclusdo de feridas abertas
(YAMASAKI et al., 1998) e diminui a deposicao ddageno (SCHAFFER et al., 1999;
EFRON et al., 2001). Em experimentosvivo, fibroblastos de camundong&reock out
INOS demonstraram diminuidas proliferacéo, sinteseolageno e contracdo (SHI et al.,
2001).

Os macréfagos possuem funcdo essencial na coraariido processo cicatricial,
por secretarem fatores de crescimento (Tabela rbjngvendo ndo s6 a proliferagdo
celular e sintese protéica, como também a produdgiocomponentes da matriz
extracelular. Estas células também estimulam &afgratdo de linfécitos e liberacdo de
citocinas em resposta a antigenos especificos @BAal., 2004; SZPADERSKA e
DIPIETRO, 2005). As citocinas liberadas por est&ulas: Fator de Crescimento
Derivados de Plaqueta (PGDF), Fator de CrescimBraosformantd (TGF- ), Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Necrose Tah{@iNF), Fatores de Crescimento
de Fibroblastos (FGF), entre outras, provocam tuxof de neutréfilos, bem como a
migracdo e proliferacdo de células endoteliaigphilastos e células indiferenciadas que

comecardo a repopular o sitio da lesdo (RICHESG;1BANTAS, 2000; WERNER e
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GROSE, 2003). Sob acdo destes fatores sdo mit@gemicquimiotaticos, as células
endoteliais que circundam a lesédo migram até estafprmar novos vasos sanguineos. A
interleucina-4 (IL-4), citocina secretada por mé#agds, € também responsavel pela
formacdo do tecido conjuntivo (por exemplo, produgk colageno por fibroblastos)
fazendo com que fibroblastos e outras células ptesanigrem através das trabéculas de
fibrina presentes na lesdo (MUTSAERS et al., 18RANSKI et al., 2005).

Tabela 1: Fatores de crescimento envolvidos no processdricieh de lesdes cutaneas
(extraido de AUKHIL, 2000).

Fator de Crescimento Fonte Efeito

Fator de Crescimento de FibroblastpdMacrofagos, célulasProliferacéo dos fibroblastos

(FGF)1,2e4 endoteliais e angiogénese

Fator de Crescimento Transformante Macroéfagos e o
Reepitelizagéo

(TGF-0) queratinocitos

Quimiotaxia de fibroblastos e
Fator de Crescimento Transformafte] Plaquetas, macrofagos; sintese da matriz
ef2 (TGFf1 ef2) macrofagos extracelular; secrecéo de

inibidores de protease

Fator de Crescimento Epidermal (EGF)  Plaquetas Reepitelizacao

_ _ Quimiotaxia de fibroblastos e
Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas, ] _ .
_ ] macrofagos, proliferacéo de
Plagueta (PGDF), isoformas AA, ABle  macrofagos, _ ]
o fibroblastos e sintese da
BB. gueratinocitos _
matriz

Fator de Crescimento de Queratinécitos Fibroblastos _ . o
Proliferacéo de queratindcitos
(KGF) presentes na dermg

Ativa a expresséo do fator de
Interleucina & e Neutrdfilos crescimento em macrofagos,

gueratinécitos e fibroblastos

Ativa a expresséo do fator de
Fator de Necrose Tumoreal{TNF-a) Neutrofilos crescimento em macréfagos,

gueratinécitos e fibroblastos
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Durante a fase proliferativa observam-se o surgimelo tecido de granulacéo,
reepitelizacdo e contracdo da ferida, os quais ngemeham papéis importantes na
cicatrizacdo normal. O processo de proliferacadiliteblastos e a atividade sintética de
colageno sao denominados de fibroplasia. A faseglhsica € caracterizada ainda por um
aumento do namero de fibroblastos, os quais ini@asimtese e secrecao de componentes
da matriz extracelular, como os glicosaminoglicaroas fibras colagenas tipo | e llI,
associadas a proliferacéo e ao crescimento intbvecapilares (angiogénese) (REGAN e
BARBUL, 1994; STEED, 1997; KUMAR et ak005).

Tecido de granulacdo pode ser compreendido como omawiz friavel de
fribronectina, colageno e acido hialurénico, onsi&e embebidos uma densa populacéao de
macrofagos e fibroblastos, associada a vasos sawguneoformados (MUTSAERS et al.,
1997). Séo varios os fatores responsaveis pelaaf@ondo tecido de granulacdo. Embora
os fatores de crescimento desempenhem um papé&lanacmigracéo e diferenciacédo das
células necessarias a formacdo desse tecido, osdfagms presentes na ferida e as
plaquetas capturadas no trombo séo, provavelmest@rincipais contribuintes para o
processo (CARVALHO, 2002).

A angiogénese, ou seja, a neovascularizacdo diafatecorre do crescimento de
capilares em resposta 8eFGF e TGFB secretados por mondcitos e possivelmente por
queratindcitos (THOMAS et al., 1995; TAKEHARA, 2Q0B8A et al., 2004). Além destes
fatores, em particular, o FGF1 e FGF2 demonstraimelsr o processo em Varios
modelos experimentais (RISAW, 1990). Como consegjgéde angiogénese, 0 tecido
conjuntivo (agora denominado tecido de granulacéo)formado, recebendo esta
denominacdo devido a sua aparéncia granular pelsempga de inumeros capilares

(WERNER e GROSE, 2003).
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O estimulo responsavel pela angiogénese estaaedan a liberacdo de diversos
fatores soluveis (peptideos) no local da leséos Tatbres de crescimento tém potentes
propriedades biolégicas de quimioatracdo e mitcgmmemonstradas atraves de sistemas
experimentaisn vitro e ensaiosn vivo (FAZIK, 2000; LABRO, 2000).

A neovascularizacéo da ferida € realizada em vaétesas. Fatores de crescimento
deverdo ser secretados por células e ligar-se eptares nas células-alvo. Alguns
peptideos, a exemplo do Fator de Crescimento TuribGF)3, ndo causam mitose nas
células endoteliais, porém sdo importantes durantangiogénese, porque provocam a
entrada de células inflamatérias pré-angiogéniaadonal da lesdo. Quando as células
endoteliais sdo estimuladas, proliferam-se e atilizproteases para criar novas vias
migratorias ao local da lesdo. Uma vez que os vs&ogormados, elementos sanglineos
podem fluir através destes (ARBISER, 1996).

Os fibroblastos infiltrados na area da lesdo deselmm, nesse momento, dois
papéis significativos: 1, produzir e depositar gamuantidade de elementos da MEC,
principalmente fibras colagenas do tipo | e llllegaumentam a forca ténsil da leséo,
contribuindo para o fechamento da lesdo (CARVALHXDQ2); 2, diferenciar-se em
miofibroblastos, cuja funcéo primordial € neoforéaclermal e contracdo das margens da
ferida, alinhando-se a elas e unindo-as (THOMA®Igt1995, MOULIN et al., 2000;
GOMATHI et al., 2003). Os miofibroblastos foramdialmente identificados como um
fibroblasto modificado que possuia caracteristi@sima célula muscular lisa, através de
microscopia eletrénica no tecido de granulacioedieds cicatrizadas (DESMOULIERE,
CHAONNIER e GABBIANE, 2005). A conversao de fibrabtos em miofibroblastos é
realizada por fatores de crescimento como o PEFexpressanda-actina do musculo
liso e tornando-se células musculares lisas capdeegalizar grandes forcas contrateis

(MARTIN, 1997).
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Outro evento importante nesse periodo é a regaitelo, iniciada pela migracéao de
células epiteliais (queratindcitos), desde as nmargka ferida (CARVALHO, 2002). Na
pele integra, os queratindcitos estdo ligados abram basal, porém quando ocorre a
lesdo cutanea, estas células se locomovem atravésntracdo dos filamentos de actina-
miosina e se inserem nos novos complexos de adg8&BRTIN, 1997).
Concomitantemente a migracao, as células sofraraafies fenotipicas especificas, como
a retracdo dos tonofilamentos intracelulares, tigdo dos desmossomos intercelulares e
formacao de actina citoplasmaticos na periferiaRRALHO, 2002; EHRLICH e DIEZ,
2003). Tais alteracdes liberam as células da merabbasal subjacente e das células
epiteliais adjacentes, dando-lhes a capacidadeadamantar-se lateralmente. As células
migram sobre uma matriz extracelular provisoriaarglo a superficie da ferida esta
umedecida e bem oxigenada, ocorrendo a migracateli@picom maior rapidez
(CARVALHO, 2002). O processo de reepitelizacdo téeredado pelo EGF, TGd e pelo
fator de crescimento de queratindcitos, ocorrendo lapos a ruptura da epiderme, pelo
movimento dos queratindcitos da margem da leséare solnatriz provisoria do tecido de
granulacdo (THOMAS et al., 1995, WERNER e GROSB320

Se uma escara (crosta) esta por cima da ferideglalas migratérias promovem
uma disseccdo entre a matriz e os restos celldapeajacentes, mas o processo sofre certo
atraso. Tao logo a reepitelizacdo se tenha conaglgtar toda a superficie da ferida, as
células epiteliais revertem ao seu fenétipo normahembrana basal é reconstituida pelo
novo epitélio, e hemidesmossomos e desmossomasfs@imados (CARVALHO, 2002).

O colageno é a estrutura protéica que compbe 72%edae. Essa estrutura
contribui para a forca tensora do corpo, uma vez guoroprio colageno é capaz de
suportar altas forcas de tensdo. As fibras col&yesd@ produtos polimerizados das

moléculas precursoras solluveis que sdo secretadias [fibroblastos, osteoblastos,
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condroblastos e outras células. Esta proteina @astan por trés polipeptidios, cadeigs
que séo formadas por cerca de 1000 aminoacidos CGatkian tem um peso molecular
aproximado de 95.000. As cadea$ém uma sequUéncia repetida de aminoacidos a cada
terceiro aminoacido de glicina. O colageno possua wquantidade alta de prolina em
relacdo as demais proteinas. A prolina e a hidrobifa ocupam cada quarta posicéo e
correspondem a 20-25% dos radicais de aminoacios derivados hidroxilados da
prolina, a 3-hidroxiprolina e 4-hidroxiprolina, am@es ocorrem no colageno. A
hidroxilisina, embora ndo um constituinte comum dadeiasu, € significante por ser o
local de adicdo de carboidratos e o sitio de ligagiuzadas intermoleculares. As cadeias
a do tropocolageno tém uma estrutura secundariaaliada uma delas € uma hélice de
residuos integrais orientadas para a esquerda,uabhd trés residuos por volta. A
ocorréncia da glicina em cada terceira posicaolittaco enrolamento estreito dos
polipeptidios. Trés cadeias se enrolam uma em volta da outra para produzir uma
molécula de tripla hélice orientada para a dir@kemada de tropocolageno. As pontes de
hidrogénio estabilizam o padréo helicoidal entiesadeias. associadas. Existem regides
curtas nao-helicoidais nas regides C e N-termini@s cadeiasi. Estas regibes séo
importantes nas ligagdes cruzadas intermoleculBadNKS, 1992; BACILA, 2003;
CAMPBELL, 2003).

O processo de remodelagem da cicatriz envolve #inten producdo, digestdo,
agregacao e orientacdo das fibrilas de colagemuingipio, o coldgeno é depositado sobre
a fibronectina de maneira aleatéria; dependendonatareza e direcdo das tensdes
aplicadas ao tecido. Essas fibras de colagenoufeglientemente digeridas pela enzima
colagenase e formadas novamente, em arranjos @migs observados no tecido néo
afetado adjacente. A medida que vai ocorrendo adefacdo da cicatriz, as fibras de

coldgeno ficam orientadas paralelamente as forgasiahais aplicadas sobre elas,
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analogamente as fibras de colageno formadoras déenmd@o. Assim sendo, a cicatriz
adquire forca ténsil e, portanto, integridade fanal. A colagenase € produzida por varios
tipos celulares na ferida: leucdcitos, macrofagbibroblastos e células epiteliais
(CARVALHO, 2002), degradando, especificamente, gt dos tipos |, Il e Il presentes
no tecido conjuntivo. Estas enzimas desfazem atastrhelicoidal das fibras de colageno,
deixando-as susceptiveis a clivagem enzimaticagubras metaloproteases de matriz
(MMPs) e proteases (WONG et al., 2002).

A remodelacao ocorre durante a fase final do peacesparatorio e pode continuar
durante alguns meses, observando-se sintese, wepdsitracdo e remodelacdo da matriz
extracelular (MEC) neoformada. Os fibroblastos itwam a ser as “células-chave” neste
processo, pois estes migram até o local da lesdfordea dependente da ativacdo por
enzimas proteoliticas e de componentes das enathagloras de plasmonogénio (PA):
sistema plasmina e MMPs. As MMPs facilitam a migmaglos fibroblastos através da
MEC e leito da lesdo (PILCHER et al., 1999; GRINNLER003).

As MMPs sdo enzimas proteoliticas da familia dascaeendopeptidases e
desempenham importante funcdo da remodelacédo pticgeala matriz extracelular em
varios processos fisiologicos, incluindo a morfaggn tecidual, reparacdo tecidual e
angiogénese (KAHARI e SAARIALHO-KERE, 1997; WONG at, 2002). A MMP-2 e
MMP-9 sdo duas proteases gelatinoliticas mais tggamo processo de cicatrizacdo de
lesdes (KAHARI e SAARIALHO-KERE, 1997; ARMSTRONGJ&DE, 2002).

A clivagem do colageno pela MMP é relacionada élidatie celular através das
interacdes célula-matriz. Estas interacdes gerdbrsio mediadas pelas integrinas, como
a a,f1, que é o maior receptor de superficie celular paralageno tipo I. As células séo
incapazes de se ligarem a fragmentos de colageaosgfiieram acdo enzimatica da

colagenase, e necessitam deste sistema para assegantinua motilidade continuo sobre
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o leito da lesdo (MESSET et al., 1998). As integgirsdo proteinas de membrana que
participam de uma variedade de vias mecanicasduaimais, realizando a ligacdo dos
filamentos intracelulares de actina com proteiraasndtriz extracelular (ALBERTS et al.,
2004). As subunidades alfa e beta se dimerizam ateeima ndo-covalente para mediar a
adesdo celular de maneira altamente especificaligastes da matriz extracelular
(KITAMURA at al., 2002; PHILLIPS e BONASSAR, 2005).

Gradativamente os feixes de fibras colagenas togemais espessos, resultando
em uma configuracdo mais regular, que esta diretenrelacionada as forcas mecanicas
as quais o tecido esta sujeito durante a ativideenal. Em resultado ao processo de
remodelacéo, a lesdo torna-se mais resistentecagalageno ter sofrido maturacéo. O tipo
de colageno secretado inicialmente, na fase pralif@, era do tipo Il que
posteriormente, por degradacéo, é substituidogageno do tipo | (STEVENS e LOWE,
1996).

A cicatriz passa a apresentar a forma de uma nidsética acrescida de fibras
colagenas. Observa-se apoptose dos fibroblastas eédiulas endoteliais, e os eosindfilos
aparecem nas Ultimas fases da reparacgdo, possitelmevido a fatores de crescimento.
Os anexos da pele, como foliculos pilosos e gl@asdeudoriparas sofrem regeneracéo
limitada; a coloracdo da cicatriz é palida, poregeneracdo dos melandcitos é deficitaria
(DIPIETRO e BURNS, 2003).

Na tentativa de apresentar didaticamente os oseate cura e reparo como fases
especificas, caracterizadas por mecanismos pregeds-se observar uma sobreposicao
significativa entre as fases do processo. Tambénerposer observadas variacdes
significativas na natureza, composicdo e duracd® fdses em diferentes feridas,
dependendo do local onde se encontra o tecido,ralo de contaminagcédo e infecgéo

bacterianas, da irrigacdo sangulinea e da extead&sab ao tecido (CARVALHO, 2002).
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4.2. Tratamento de lesdes cutaneas

A pele possui a funcdo de barreira protetora frentedos os tipos de fatores
externos que possam ser prejudiciais ao organishma vez que esta barreira € violada,
infeccdes oportunistas podem ocorrer. As bactémasntradas na pele pertencem a dois
tipos de flora: a “Flora Normal”, composta por lEaigs comensais que geralmente néo
provocam infeccdo, e 0os microrganismos pertencentddora Transitoria” que podem
produzir infeccdo quando a epiderme estiver lesianAs infeccbes secundarias cutaneas
sao frequentemente causadas pela flora transitggraljmente poStaphylococcus aureus
ou Streptococcus pyogenegStreptococcusgrupo A B-hemolitico). Um diagndstico
imediato e um tratamento eficaz previnem dermatesesn situacdes extremas, a sepsis
gue pode ocasionar morte do individuo (BIKOWSKR8p

E de conhecimento comum, através de séculos davades clinicas, que a
infecgé@o de feridas compromete o processo cicaltrieeridas infectadas cicatrizam mais
lentamente e, se ndo forem adequadamente trapauthesn ocasionar infecgdes sistémicas.
A infeccdo compromete a reepitelizagdo, aumentepasicdo de colageno, porém pouco
se sabe a respeito da interferéncia da infeccamigeacdo e na maturacdo da nova
epiderme apods a formacao da lesédo (SINGER e MCCLA092; INNGJERDINGER et
al., 2004).

As feridas néo cicatrizam enquanto estiverem @miente infectadas, portanto,
esse diagnostico de infeccdo exige em alguns aastssbridamento ou drenagem de
exsudatos, com vistas a ocasionar a promo¢do ddmso sangiineo adequado
(MORISON et al., 1997). A cicatrizacdo ndo podermmoaté que todo material estranho
resultante do processo inflamatério seja removidldeito das feridas (BERGSTROM et

al., 1995).
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Os tecidos desvitalizados ou necroticos fornecermniemies para multiplicacéo
microbiana, fornecendo a instalacéo de infeccaagdo da cicatrizacdo. O edema é outro
fator que dificulta a cicatrizacéo, o excesso daidio intersticial interfere na proliferacéo
celular e sintese protéica. A manutencdo do baktp ghta tensdo de GCe na baixa
concentracdo deOfavorece a necrose e a multiplicacdo microbianaipoxia dificulta a
destruicdo de microrganismos pelos leucécitos @iee dependentes do oxigénio para
exercer sua funcdo, particularmente nas feridasctaflas poiStaphylococcus aureus
Proteus vulgarisKlebsiella pneumoniagée. coli, Salmonella thiphymuriupbem como as
contaminadas por anaerébios. O nivel critico degé@Mbd parece ser de 30mmHg,
entretanto os individuos hipertensos, hipovolémicasi desidratados, com
comprometimento cardiovascular ou pulmonar, dogrerférica vascular e angiopatia
diabética possivelmente sédo elementos de riscogarteccdo (MORISON et al., 1997,
UTYAMA, 2003).

Varias espécies microbianas sdo comumente encastrath lesdes cutaneas:
Staphylococcus aureué o patdégeno Gram-positivo mais prevalentd®ssudomonas
aeruginosae Klebsiellapneumoniaesdo os microrganismos Gram-negativos mais comuns
(DONATI et al.,, 1993). A infeccdo poB. aureusocasiona a liberagcdo de diversas
exotoxinas protéicas, como: hemolisinas, enterotsxiestafilococicas que produzem
toxemias sistémicas, sindrome do choque téxicotexma esfoliativa que provoca a
“sindrome da pele escaldada”. Bactérias Gram-nggatiproduzem endotoxinas
lipossacaridicas que podem ocasionar choque tagméA septicemia em decorréncia da
infeccdo por estes microrganismos pode ser faRE(ISTEIN et al., 1998).

Segundo Singer e McClain (2002), lesGes infectadas. aureusem ratos foram
caracterizadas pela presenca de secre¢do purwlemtymento do infiltrado por linfécitos

e tecido necrosado. As feridas infectadas apraseimiga ténsil reduzida e a deposi¢céo do
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colageno € prejudicada. Posteriormente, em ferinfestadas, foi observado que estas
apresentavam quantidade de colageno muito maiotegdes ndo-infectadas, resultando
na formacdo de uma cicatriz exuberante. Esta situag justificada pelo fato que a
maturacao da pele lesada é severamente compronetida instalacdo de um processo
infeccioso, as relacbes complexas existentes bat&rias, neutrofilos, metaloproteinases
de matriz (MMPs) comprometem o0 processo. Protehaeterianas destroem a matriz,
desregulando a atividade das MMPs. (OKATAMOTO et, d997; POTEMPA,
BANBULA, TRAVIS, 2000).

O processo cicatricial € um processo que dependwideras etapas, a presenca de
infeccdo e a formacéao de radicais livres podemritnit para o retardamento ou inibicéo
do processo. Os radicais livres podem oxidar obidares endégenos de proteases,
reduzindo sua habilidade em inibir a elastase @asuproteases responsaveis pela
degradacédo da matriz extracelular (BOSISIO et1&97; KUDI et al., 1999). Por estas
razdes, o tratamento de lesGes deve suprimir ocioresto microbiano (SENEL e
MCCLURE, 2004).

O emprego de produtos medicinais de origem natwoakratamento de certas
doencas tem sido amplamente utilizado pela popolap@s poucas pesquisas tém sido
realizadas a fim de atribuir a estes 0s seus sfdagoapéuticos Alguns estudiosos
mencionaram que elementos existentes na naturedari@m constituir materiais
alternativos para o tratamento local das feridasgjue os curativos disponiveis, sintéticos
ou biossintéticos, utilizados tanto no homem como @itras espécies Sao0 0Onerosos.
(SILVA, 2000).

A ciéncia moderna e a tecnologia estdo oferecensla introspecgdo em direcéo a
cicatrizacdo de feridas e levando a novas manégasfluencia-la, incluindo uso tépico de

fatores de crescimento, pele artificial, cultursegéélio com ou sem componentes dermais
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e estimulacao elétrica. O futuro da cicatrizacadedielas reane um melhor entendimento
de eventos fisiolégicos complexos que ocorre augad em direcdo aos cuidados da ferida

ativa e interativa biologicamente (WALDORF e SMARB95).

4.3. Lectinas

Lectinas séo (glico) proteinas de origem nao-imgoe interagem de maneira
reversivel e especifica com carboidratos atravéstdeacdes hidrofobicas e sdo capazes
de induzir o fenbmeno de aglutinacdo celular (KEMNEet al., 1995; LORIS et al.,
1998). As lectinas ligam-se aos carboidratos deeimamé&o-covalente. Esta associacao € a
primeira etapa em diversos eventos biologicos confieccdo, diferenciacdo celular,
interacdo parasita-hospedeiro, formacédo de érgaesastase e reconhecimento celular
(BASZKIN et al., 2000). Este reconhecimento é mzalD através dos residuos de
monossacarideos, ou através da estrutura completaade da molécula (DWEEK e
BUTTERS, 2002).

As lectinas estdo presentes em todas as classenika$ de organismos, sendo
encontradas em vegetais superiores, algas, fuagosais (vertebrados e invertebrados),
bactérias e em virus. Em vegetais, elas sdo ddssctan centenas de espécies de plantas.
A maioria das lectinas vegetais é obtida de semeritecipalmente em leguminosas, onde
sdo acumuladas no periodo de maturacdo e desapaapOs a germinacdo. As lectinas
constituem cerca de 10% das proteinas totais dergemporém a quantidade isolada é
pequena: varia entre 0,1-1% deste total (LORIS,220BHARON e LIS, 2004b;
ALENCAR et al., 2005).

Lectinas de origem bacteriana, viral e animal pessa funcdo de mediar inUmeros
eventos de reconhecimento biolégico, como: defesa hdspedeiro, fertilizacéo,

desenvolvimento, infec¢do parasitaria, metastaseral e inflamacao pela decifracdo dos
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glico-coédigos codificados na estrutura das glicafigadas aos glicoconjugados da

membrana celular. Em contraste, as funcdes fisitddgdas lectinas vegetais ainda nao
foram completamente elucidadas. Diversos experimseindicam que as lectinas vegetais
sao proteinas de defesa contra animais herbivopossiem funcdo na simbiose entre as
bactérias fixadoras de nitrogéni@hjzobiumspp.) e as raizes de leguminosas (CAVADA
et al., 2001). Além de sua funcao fisiologica, daanteresse biotecnoldgico, pois possuem
habilidade de ligar-se a carboidratos com espé@tdfite consideravel, sendo excelentes
modelos de estudo de interagcbes proteina-carboidmativel atdmico (RINI, 1995).

Através do conhecimento da estrutura molecular peoificidade biologica das
lectinas, novas definicbes vém sendo propostaassbteinas possuem, pelo menos, um
dominio n&o catalitico que se liga de maneira siver a um mono ou oligossacarideo
especifico (PELMANS e VAN DAMME, 1995). Recentesaagos na bioquimica,
clonagem molecular e anélise estrutural das lecti&ia revelado a ocorréncia de familias,
divididas de acordo a estrutura e evolugdo conhedaids proteinas. Entre elas podem-se
destacar as lectinas de leguminosas (RABIIJNS e2@00), proteinas inativadoras do
ribossomo tipo-2 (VAN DAMME et al., 2000b), lectméigadoras de quitina (STOEVA et
al., 2001) que contem dominios especificos, lestil@ monocotileddneas ligadoras de
manose (VAN DAMME et al., 2000a) e as lectinasaielaadas a Jacalina (BOURNE et
al., 1999).

Em algumas lectinas, as subunidades séo capazss dissociar e se reassociat,
produzindo diferentes formas da mesma moléculanAlé&so, cada subunidade pode ser
composta por fragmentos polipeptidicos diversosiacao caso da Concanavalina A (Con
A). Esta lectina possui estrutura tetramérica qeiadissocia em dimeros se o pH for
inferior a seis. Mesmo quando cristalizada, a Capresenta pelo menos oito bandas com

migracdo eletroforética diferentes, porém quandmpiexada a qualquer um dos
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carboidatos especificos, 0 nimero de bandas redazdeis, sendo este fendmeno pouco
entendido (CARVALHO, 1990). Outras lectinas tambagpnesentam estrutura quaternaria
dependente da variacdo do pH, como observado pbWVEAE et al. (1999). A lectina do
gérmen do trigo (WGA) possui estrutura dimérica watmp sitios de ligacdo com
carboidratos. Por outro lado, embora tetraméridactna deDilichos bifloruspossui um
anico sitio de ligacdo (CARVALHO, 1990).

As interacdes lectina-carboidrato ocorrem em ewemoleculares modulando a
resposta imune. Lectinas sdo utilizadas como reéeg@oliclonais para investigar as bases
moleculares e controle da ativacéo e proliferagdbndiocitos; para identificar e fracionar
células do sistema imune e como drogas (SINGH, §iI8GKAMBOJ, 2004). O primeiro
agente mitogénico descrito foi o PHA, lectina lkaseolus vulgarjspor NOWELL
(1960). Posteriormente, foram descobertas outcinds que possuem efeito estimulatorio
na proliferacdo celular: Concanavalina A (HARRISR®OBSON, 1963), WGA (AUB,
SANFORD e WANG, 1965), e PWM (BRITTINGER e KONIX@®9).

Sabidamente, as lectinas possuem ac¢éo pro-inflaimatdgumas destas induzem a
proliferac@o de linfocitos, atuando como agentegdhico Util para o estudo da interagédo
da lectina com células linfocitérias vitro (KIPATRICK, 1999). A porcao sacaridica do
receptor de células T (TCR) é provavelmente uro specifico de ligagdo com a lectina,
promovendo sua ativagdo e consequente prolifer@da&CIEL et al., 2004). A Sm60,
lectina ligadora de manose, induz a migracdo detrdféas e desgranulacdo dos
mastocitos, sendo a molécula chave na interacaasipmhospedeiro no processo de
infeccdo poiSchistosoma mansofCOELHO-CASTELO et al., 2002).

Os genes para lectinas foram conservados duraet®lacdo especialmente nas
leguminosas. Parece que o0s genes da lectina do f@mum evoluiram por duplicagéo e

divergéncia de um gene ancestral (todos os gemsk @do unidos) e as proteinas
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resultantes adquiriram propriedades biologicasrelites. Isto, provavelmente, também é
valido para outras leguminosas. Nos cereais, dasdscparecem ter se originado por
repeticbes que surgiram por duplicacdo deste domigsta combinacdo de fusdo e
duplicacdo de genes de defesa pode ter dado Ear@pluma vantagem evolutiva criando
proteinas novas com especificidade diversa (CHRERSEe RAIKHEL, 1991).

As lectinas de plantas sao importantes ferramergas Glicobiologia e
Glicobioquimica devido a multiplicidade de eventpge se pode conhecer em funcao da
habilidade de ligarem carboidratos. Esta habilida@iéoi devidamente explorada segundo
sua importancia quando a comunidade cientificaese abnta que os oligossacarideos
compreendem um extraordinario sistema de armazenage informacdo de alta
densidade, constituindo o chamado codigo do acécaartir dai, as lectinas tém sido
largamente utilizadas na investigacdo estruturbineional de carboidratos complexos,
glicoproteinas e para examinar mudancas decorretiéesprocessos fisioldgicos e
patologicos na superficie celular. Portanto, o mleslgimento da Glicociéncia sempre
esteve atrelado as pesquisas com lectinas (RUDKEER, 2000; GABIUS et al., 2002).

A especificidade da grande maioria de lectinas ldat@s se da por carboidratos
simples (monossacarideos) ou complexos (oligodskecar e glicanas). Estes podem ser de
origem vegetal ou encontrados em outros reinos, déracetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, acido glucurénico, galactuwdnxiluronico,L-idurdnico, sialico, e N-
acetilmuramico (TRINDADE, 2005).

Uma aplicacdo biotecnoldgica das lectinas vegetaiddd no seu emprego em
tipagem sanguinea. Lectinasldgtus tetragonolobus Ulex europaeusambas especificas
de fucose, sdo empregadas para identificar céiiplasO; a lectina dd®ilichos biflorusé
usada para distinguir entre os subgrupos Al e A@c¢tana deVicia graminea especifica

para sanguetipo N, para diferenciar células N e Bl aglutinina PNA, especifica para
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Gal(B1-3)GalNAc é empregada na deteccdo de poliagldmagma condicdo que

acompanha processos de infec¢do viral e bactenangyal eritrocitos humanos tornam-se

algutinaveis por anticorpos normalmente presentesamno de individuos adultos (LIS e

SHARON, 1998).

A lista de aplicacBes da lectinas vegetais € eatenalgumas das suas aplicaces

biotecnoldgicas estéo listadas abaixo (SHARON ¢ 20B4a):

Isolamento e purificagdo de gliconjugados por ctografia por afinidade;
Deteccédo de epitopos tipo carboidratos de glicatgag emblots ou em
placas de cromatografia em camada delgada,;

Quantificacédo de atividade de glicotransferasesigidases por deteccgéo
dos produtos da reacdo enzimatica com lectinas;

Andlise de glicomas;

Andlise de mecanismos envolvidos na correta glep®o por variantes
celulares;

Modulacéo da proliferacao e status de ativacadaselu

Deteccédo de doencas relacionadas com alterac@®@stase de glicanas;
Liberagéo controlada de drogas;

Marcador com finalidade diagnéstica (por exempinaes infecciosos);
Diagndéstico e terapéutica do cancer e doencasiauitwes;

Estimulacdo mitogénica de linfocitos e producadirdecinas;

Investigagdo de estruturas de carboidratos comglexa superficie de
células e particulas subcelulares de animais, tas# virus;

Tipagem, identificacdo e estudos estruturais dopay sanguineos;

Agentes defensivos de pragas na Agricultura.
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Atualmente proteinas bioativas vém sendo utilizadas terapéutica meédica
(ANDRADE et al., 2004). Algumas lectinas apresentatividade antitumoral,
possivelmente devido a sua acdo imunomodulatoriaN® et al., 1996; HAAS et al.,
1999; KARASAKI et al., 2001; TIMOSHENKO et al., 2D)) tendo também aplicacdo na
pesquisa do cancer por sua habilidade em detdt#eag@des nas células malignas, reducao
do potencial tumoral nas células cancerosas e tmaeso progndéstico do status
imunologico do paciente (SINGH, SINGH e KAMBOJ, 200As lectinas deViscum
albumaumentam a mitogénese de linfécitos de camundoogostumores induzidosy
vitro, indicando o efeito imuno-estimulatorio dos linfée supressores de células
tumorais. Também ha inibicdo na sintese protéica&ras linhagens de células tumorais
(ZARKOVIC et al., 2001). Por conta do efeito citatsto/ apoptotico e imunomodulatorio
da lectina d&/iscum albumo extrato desta planta € geralmente aplicadoamemes com
cancer (HAJTO, HOSTANSKA e SALLER, 1999). A lectidaAgaricus bisporusnibe a
proliferacdo de células tumorais em cancer célom sausar citotoxidade (PARSLEW et
al., 1999). A aglutinina deHelix pomatia (HPA) também vem sendo utilizada na
identificacdo de tumores. Segundo SINGH, SINGH eMB®J (2004), a lectina de
Arisaema flavundemonstra potente atividade mitogénica em espit@sobhumanos e de
camundongos BALB/c e, além desta, apresenta tangb&mcao antiproliferativa contra
linhagens de células tumorais murinas.

As sementes de leguminosas séo fontes ricas deaectmas estas também séo
encontradas nas partes vegetativas das plantatngete, em concentracées menores que
as encontradas nas sementes (PUSZTAI, 1991). Ceraama centena delas ja foram
encontradas e caracterizadas bioquimica e biologinte (CAVADA, 1997).

As lectinas de leguminosas consistem de duas owogsiabunidades, com massa

molecular variando entre 25 kDa e 30 kDa e cadadasasubunidades possui um sitio de
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ligacdo para carboidratos, sendo que o proces&pé&ndente da presenca simultanea de
Ccd* e Mrf* (ou outro metal de transicdo) (SHARON e LIS, 199®)enas a lectina
arcelina 5a, isolada dehaseolos vulgarjsapresenta estrutura monomerica. O sitio para
ligacdo ao metal foi descrito em detalhes para recaitavalina A e tem se mostrado
bastante conservado em outras lectinas de leguasrtb®RIS et al., 1998).

Na maioria das lectinas de leguminosas a oligoragdiaz se da pela associacao dos
dominios de estrutura tipo befagheel. Em Con A e em muitas lectinas de leguminosas a
formagcdo do dimero envolve a associacdo, lado @, ldds monémeros através da
interacdo entre os seis dominios da estrutura ¢mta outros seis dominios da outra
subunidade, formando uma estrutura de 12 domihi&sg SHARON, 1998; LORIS et al.,
1998). Esta estrutura é denominada de “canonicgime lectin dimer” (LORIS et al.,
1998; VIJAYAN e CHANDRA, 1999).

Em plantas, elas vém sendo detectadas e isolada® dgande nimero de grupos
taxondmicos de vegetais, particularmente em semet¢e leguminosas sdo as mais
exploradas por conta de sua caracterizacdo estruturaplicacdes biologicas (VAN
DAMME et al.,, 1998; SILVA et al.,, 2000), possuindo funcdo de manutencdo e
armazenamento, interacdo planta-microrganismosdeafentra ataque de insetos e fungos,
estimulacdo mitogénica no processo de germinacd@iosdorte de carboidratos, extensao
da parede celular (SANTOS, PEIXOTO e COELHO, 2004).

Em algumas sementes de leguminosas, a localizag8olettinas esta bem
caracterizada. A maioria dos estudos indica queleatnas estdo localizadas no
parénquima celular, em vacuolos especializados mndierolos corpos protéicos
(MELGAREJO e PEREZ, 1997). Outros pesquisadoreataml que as lectinas estio
presentes no citoplasma e associadas a paredard@HRISPEELS e RAIKHEL, 1991).

Parte das leguminosas e sementes contém isolectjgs sdo formas moleculares
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multiplas da lectina que exibem diferencas nas r@dades biolégicas e estruturais:
especificidade de carboidratos, mudancas na se@i@aaminoacidos (LIS e SHARON,
1990).

Lectinas vegetais vém recebendo atencdo particddsido a sua potencial
aplicacdo em analises laboratoriais, ja que possaspecificidade por carboidratos
diferentes, sendo rapidamente imobilizadas em segpanertes (BASZKIN et al., 2000).
As matrizes comerciais de afinidade contendo lastique sdo amplamente utilizadas na
purificacdo de glicoproteinas de membrana ou ghita#os e em estudos de caracterizacao
de enzimas e receptores (LIMA et al., 1997).

Lectinas isoladas de leguminosas pertencentes #&ibgubDiocleinae, tribo
Phaseoleae, possuem sequéncia de aminoacidos aerteslla Con A, porém com
diferente equilibrio dimérico-tetramérico depenéete pH (CALVETE et al.,1999), além
de apresentar atividades biolégicas distintas, eemtlas: producdo de interfergn-
(BARRAL-NETTO et al, 1992), acdo pro-inflamatoriR@DRIGUEZ et al., 1992) e
liberacdo de histamina por mastocitos peritoniais ratos (FERREIRA et al., 1996).
Vérias evidéncias indicam que diversos fatores mpodentribuir nos efeitos biolégicos
distintos exercidos por estas lectinas. Por exenapliberacdo de histamina aparentemente
esta correlacionada com a afinidade relativa dettnas de Diocleinae e o complexo
oligossacaridico (DAM et al.,, 1998). Por outro lado substituicAio de um Unico
aminoacido na posicdo 58 (Asparagina na Con A;i@icna lectina deCanavalia
brasiliensis— ConBr) desfaz as pontes de hidrogénio na irterfimero-dimero gerando
significante diferenca na orientacdo relativa ddsoss de ligagdo a carboidratos na
estrutura quaternaria da Con A e ConBr (SANZ-APARI@t al., 1997). Dai, a Con A e
ConBr podem-se ligar a estruturas de carboidratogases ou idénticos em diferentes

superficies celulares, por outro lado, gerandoastspem diferentes populacdes celulares
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ou diferentes efeitos quantitativos. Além disso,aumez que a estrutura tetravalente é
capaz ligar-se com o receptor de superficie celaldiferentes taxas entre as estruturas
divalentes e tetravalentes a um determinado pHmamtribuir para a variabilidade das
funcdes destas lectinas (WAH et al., 2001).

As diferencas na estrutura quaternaria podem sgonsaveis pelas diferentes
propriedades bioldgicas apresentadas por lectit@a®ente homologas. A lectina isolada
das sementes d€anavalia brasiliensis apesar de alta similaridade na seqUéncia de
aminoacidos (99%) com a Con A, apresenta tamt@ivo quantoin vitro marcantes
diferencas. Mudancas na orientacdo relativa dossside ligacdo ao carboidrato,
produzindo uma estrutura quaternaria mais abedaCqm A, pode ser a base para explicar
suas distintas atividades biolégicas (SANZ-APARIGHGl., 1997).

A Canavalia brasiliensise Dioclea violaceasédo leguminosas pertencentes a
subtribo Diocleinae e a partir destas sao extraidaslectinas ConBr e DViol,
respectivamente (BARBOSA et al., 2001). A ConBr ¥id) sdo lectinas com ligagéo
glicose/manose e sdo homélogas a Concanavalin@® AL (CAVADA et al., 1993).

A ConBr, foi primeiramente isolada por Moreira ev@da (1984). A ConA, a
ConBr demonstra a mesma especificidade para lgarvesiduos de-glicose,D-manose
e derivados, porém ambas lectinas demonstram afieicpor cadeias ramificadas de
trimanosideo, 3,6-di-O-(B-manopiranosil-manose, 0s quais sdo encontrados em
regides-nucleo de todos os carboidratos ligadosparagina (N-ligados). Além disso, a
ConBr e ConA reconhecem essencialmente os mesmpfiop@ na estrutura do
trimanosideo (NOGUEIRA et al., 2002).

Estas lectinas vém sendo utilizadas, de maneiisfatatia, em diversas pesquisas,
como na indugéo da producado de histamina em r&@8VES et al., 1994), indugcédo na

producédo de 6xido nitrico (ANDRADE et al., 1999gi® protetorin vivo contra infeccéo
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pelaLeishmaniaamazonensism camundongos BALB/c (BARRAL-NETTO et al., 1996),
estimulacdo linfocitaria em humanos (BARRAL-NETT® &., 1992), aumento na
producdo de macrofago e linfocito em administragdé®speritonais em camundongos
C3H/HeJ (RODRIGUEZ et al., 1992) e, em estudosirpieares, efeito cicatrizante em
feridas cutaneas experimentais de camundo8gaiss WebstdiSCHIRATO et al., 2004).
Lectins extraidas d€anavalia brasiliensigConBr), Dioclea grandiflora(DGL)
and Dioclea violacea (DVioL) induzem a producdo de interferon-gama petulas
mononucleadas do sangue periférico, apresentangito efstimulatorio maior que a
Concanavalin A (Con A), mesmo apresentando homalsgperior a 80% comparadas a
estas lectinas. Avaliando o feito da aplicacédo adedéctinas, por via subcutanea —
“footpads”, nos linfonodos popliteos em camundor@EB/c, foi observada presenca de
inflamacéo, o efeito estimulatério do sistema imiwmieassociado a inducédo de apoptose

(BARBOSA et al., 2001).
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Resumo

O efeito das lectinas obtidas deanavalia brasiliensis(ConBr) e Dioclea violacea
(DVioL), nas concentragdes @p@/mL e 10Qug/mL foi avaliado no processo cicatricial de
feridas cutaneas em camundongos SwNass(musculusn=75). Uma ferida asséptica foi
produzida na regido dorsal toracica dos animaigtada diariamente por via topica com as
lectinas ConBr e DVioL (50 e 100ug/mL). Durante eripdo pos-operatério (PO), as
lesGes cutaneas foram avaliadas clinicamente a8 dia. As andlises histopatoldgicas e

antimicrobianas foram realizadas n 2 e 12 dias PO. A atividade antimicrobiama
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vitro foi testada frente as bactériaacillus sp.,Escherichia coli Staphylococcus aureus
Streptococcusp. As lectinas testadas aceleraram o procesatricial, especialmente a
ConBr 10ug/mL, observando-se os aspectos clinicos (sinfiEsmatérios e decréscimo
da &rea das lesdes) e histopatologicos (tecidoarigcao e reepitelizacdo). Os resultados

obtidos sugerem a possivel utilizacdo clinica desras ConBr e DVioL.

Palavras-chave: Canavalia brasiliensisDioclea violacea Lectinas; Cicatrizagao;

Atividade antimicrobiana; Pele; Camundongo.

1. Introducao

A pele é um 6rgao complexo, sendo passivel de esesramente afetado por
ferimentos. Este 6rgdo possui fungdo no regulamiminico, impedindo a desidratacao
por perda de agua através de evaporacdo e ageuwrnabarreira mecanica contra agentes
guimicos e infecciosos. Histologicamente, a palerdposta por trés camadas: epiderme, a
camada mais externa, constituida por epitélio pantoso estratificado; derme, situada
sob a epiderme, variando de tecido conjuntivo fooaxdenso; e hipoderme ou subcutis,
que consiste em tecido conjuntivo frouxo que uderane ao periosteo, ao pericondrio ou
a fascia profunda subjacente (Balasubramani e2@01).

O processo cicatricial € uma sequéncia regulada gaantos celulares e
bioquimicos ordenados com objetivo de restaurantagiidade do tecido lesado. A
participacéo de células do sistema imune ocorre pgjracdo de neutrofilosyacréfagos
elinfécitos ao local da leséo. Estas células pgici na fase inflamatoria e no processo de
defesa do hospedeiro, sendo vitais para regularocegso cicatricial pela secrecdo de
sinalizadores moleculares, como citocinas e fatdoesrescimento (Park e Barbul, 2004).

Apés estes eventos, fibroblastos e capilares inmade lesdo formando tecido de
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granulacéo contratil que mantém as bordas da les@las. Além disso, 0os queratinocitos
migram em direcdo ao centro da ferida, restauranddegridade da epiderme (Martin,
1997). A remodelacdo do colageno ocorre na Ultiasa fa cicatrizacdo, perdurando por
diversos meses. Neste periodo, a matriz extracedusantetizada, depositada, contraida e
remodelada. As enzimas proteoliticas, como as opetattases de matriz (MMPS),
possuem fundamental importancia neste processoh@ilet al., 1999; Grinnell, 2003;
Phillips e Bonassar, 2005).

Caso as feridas ndo recebam um tratamento adeqesto,podem tornar-se
infectadas. Em feridas infetadas, o processo @adte mais lento, a reepitelizacdo é mais
prolongada, havendo risco de infeccdo sistémicagjémdinger et al., 2004)A flora
bacteriana encontrada na pele pode ser classifieadadois tipos: “Flora normal’,
composta por bactérias ndo patogénicas e a “ftarsitoria” que podem causar infeccdes
caso a epiderme esteja lesionada. As infeccOeseagdsecundarias sao freqliientemente
causadas pdstaphylococcus aureusu Streptococcus pyogenéStreptococcus do grupo
A, B-hemolitico). O diagndstico preciso e um tratametequado das feridas cutaneas séo
essenciais para prevenir o agravamento da dermaiasal que pode ocasionar, em
circunstancias extremas, complicagfes sistémica® @ sepsis e a morte do individuo
(Bikowski, 1999).

As lectinas sdo proteinas que se ligam a carbomirde maneira especifica e
reversivel sem alterar a estrutura covalente d€Siegh et al., 2004), associando-se a
mono ou oligossacarideos livres em solu¢édo oudaked superficie celular (Alencar et al.,
2003).

As lectinas de vegetais pertencentes a familia ioémpsae sao as proteinas ligadas
a carboidratos mais estudadas. As lectinas de g$esnamoladas de leguminosas

pertencentes a subtribo Diocleinae e tribo Phageof®ssuem uma estrutura primaria
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semelhante e sitios de ligacdo para trimanosidedgyatlos, porém apresentam
especificidade distinta para ligagdo com carbotdrabmplexos (Calvete et al., 1999). As
lectinas de sementes @anavalia brasiliensi$ConBr) eDioclea violacegDViolL) ligam-
se de maneira especifica pamanose ebp-glicose (Moreira et al.,, 1997), possuindo
homologia estrutural de cerca de 99% a ConcanavAali(ConA), segundo Sanz-Aparicio
et al. (1997). A ConA e ConBr podem-se ligar awtstas semelhantes ou idénticas de
carboidratos expostos nas superficies celulanesnaio a resposta celular ou expressando
efeitos quantitativos diferentes. Além disso, urea gue apenas a estrutura tetravalente &
capaz de ligar-se ao receptor presente na sugeigroporcdo entre as formas bivalentes
e tetravalentes de uma determinada lectina s@adeptes de pH e ocasionam diferentes
respostas funcionais destas lectinas (Wah etQ1)2

Objetivou-se com este trabalho investigar o efelitotratamento topico diario
utilizando as lectinas déanavalia brasiliensi® Dioclea violaceano processo cicatricial

em camundongos e avaliar a atividade de antimianaim vivo ein vitro destas lectinas

2. Materiais e métodos
2.1. Animais
CamundongoS$wissmachos, com 10 semanas de idade, pesando 35)g foPam
criados e mantidos no biotério do Laboratério deuriopatologia Keizo Asami,
Universidade Federal de Pernambuco. Os animaisnftwaados em gaiolas individuais,
permanecendo em macroambiente controlado (fotapmriode 12h claro/escuro,
temperatura 23+2°C e umidade 55+10%) com fornedioneh libitumde agua e racao.
Todos os procedimentos foram realizados de acavdo as normas preconizadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Anim&l ©BEA e o protocolo experimental

foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Uniigasle Federal de Pernambuco.
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2.2. Lectinas

As lectinas deCanavalia brasiliensigConBr) eDioclea violacea(DViolL) foram
obtidas das sementes destas leguminosas e puaigedo método de Moreira e Cavada
(1984) e Moreira et al. (1996), respectivamente. lastinas liofilizadas foram
ressuspendidas em solucdo NaCl 150mM até obteprasemtracdes finais 50ug/mL e
100pg/mL. Apo6s a dissolucdo, as solucbes foramadidts em membranas 0,22um e,

posteriormente, armazenadas em frascos esterifizaeéty C.

2.3. Avaliacdo da atividade cicatrizante

Os animais foram divididos em cinco grupos expentaie (n=15/grupo),
anestesiados por via intramuscular com cloridratxithzina 2% (10 mg/Kg) e cloridrato
de cetamina 10% (115 mg/Kg), segundo Hall et a00{2. Apés o procedimento
anestésico, cada animal foi submetido a tricotataiaegido dorsal e posterior antissepsia
utilizando iodopovidona 19%Com auxilio de um molde metélico vazado=0,8cm), a
pele foi demarcada com caneta dermogréfica. Adetidtdnea foi produzida pela inciséo
da pele através de lamina de bisturi nimero 15telaasubcutanea divulsionada com
tesoura de pontas tipo fina/fina e pinca de disgecté sua resseccao.

Cada leséao recebeu diariamente [l0@as solucdes testadas e os grupos foram
divididos de acordo com o tratamento experimentgiregado: NaCl 150mM (Grupo C);
lectina ConBr 5Qug/ml (Grupo ConBr50); lectina ConBr 10&¢/mL (Grupo ConBrl100);
lectina DVioL 50ug/ml (Grupo DViolL50); lectina DVioL 100g/mL (Grupo DVioL 100).

Diariamente, cada lesdo foi avaliada clinicamenteemsurada por auxilio de um

paquimetro. A reducdo da area da lesao foi calaybeth equacdo formulada por Prata et
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al. (1988): A=T1LR.r, onde “A” representa a area (cm?); “R”, o ramior; “r’, o0 raio

menor.

2.4. Atividade antimicrobiana

Os ensaiosn vivo foram realizados através da coleta de material lels@es
experimentais por meio dawabsesterilizados, nos tempos @, 2° e 12 dias de poés-
operatdrio. O material foi semeado em placas de Battendo agar sangue 5% e agar
Levine, e posteriormente, as placas foram incubadasestufa microbioldgica a 37°C
durante 24 horas. As bactérias foram classificatl@vés dos aspectos morfolégicos das
colonias e morfotintoriais ao Gram.

A atividade antimicrobianén vitro foi realizada frente as bactériBacillus sp.,
Escherichia coli Staphylococcus aureus, Streptococeps obtidas do Departamento de
Bioquimica, Universidade Federal de Pernambucongaie foi executado de acordo com
o método modificado de Hufford et al. (1975). O cul@ de microorganismos foi
preparado em caldo Nutriente em agitador orbita0 (& g, 24h, 37°C) e posteriormente
padronizado de modo a apresentar absorbancialidei@,5 a 600nm. Uma aliquota da
cultura bacteriana (2@.0° colénias/mL) foi adicionada a placas de Petri rdiziadas
contendo 10 mL de meio agar nutriente. Apos a ifickgdo do agar, pocoslE7mm)
foram confeccionados com auxilio de um perfuradterdizado. Cada solugéo (15uL) foi
colocada separadamente nos pocos: ConBr 50 pg/mmhBrC100ug/mL; DVioL 50
pg/mL; DVioL 100upg/mL; NaCl 150 mM (controle negat) e Nitrofurazona 0,2%
(controle positivo) e as placas foram incubadaster 24 h, a 37°C. Os testes foram
realizados em duplicata. A atividade antimicrobidoa avaliada pela mensuragdo do

diametro (mm) do halo de inibi¢cdo formado.
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2.5. Anadlises histopatoldgicas

Com os camundongos anestesiados conforme previandestrito, amostras do
tecido lesionado foram coletadas nos temgp3°2 12 dias PO, com objetivo de realizar
a analise histopatolégica. Nestes tempos, cinconasi eram retirados dos grupos
experimentais e apo0s a realizacdo das biopsiasn ewbmetidos a eutanasia por
superdosagem de Pentobarbital sédico (200 mg/Krgyipantraperitoneal. As amostras de
tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) pregar em PBS 0,01M, pH 7,2. Estas
amostras foram submetidas ao processamento higioldg rotina e incluidas em parafina.
Apés microtomia, os cortes foram corados pela Hexilata-Eosiana e por Tricrdmicro

de Masson (Banks, 1992).

2.6. Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram expressos como médiasyio padrdo (M + sd),
submetidos a anadlise de variancia e ao teste deyTuakceitando como estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel griicancia de 5%.

3. Resultados
3.1. Avaliagéo clinica

A avaliagdo clinica foi realizada até®l@ia PO. A avaliacdo macroscopica do
processo cicatrical foi acompanhada pela preseecaigkeremia, edema, formagéo de
crosta, caracteristicas exsudativas e parametrobormétricos pela medida da area das
lesbes.

Durante o periodo inflamatorio, a presenca de edeinabservada em todos os
grupos (Figura 2). As lesbes pertencentes ao g@gpdBri00 apenas apresentaram este

sinal nos trés primeiros dias de pés-operatério) (R® 100%, 33,33% e 10% das lesdes
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(1%, 22 e 3 dia, respectivamente). O grupo tratado com anaadieDioclea violaceaem
maior concentracdo (DViolL100), apresentou edemadatéia PO (10%), enquanto
DVioL50 até o quinto dia PO (10%). N& @lia PO, apenas as lesdes do grupo C e
ConBr50 apresentaram este sinal, em 20% e 40%nilosia, respectivamente.

A hiperemia, devido a dilatacédo dos leitos vaseslgresentes na regido lesionada,
foi observada nos grupos experimentais até€ di® PO, sendo mais intensa no grupo
controle (Grupo C) (Figura 3). Especialmente Aalid PO, apenas 10% das feridas de
ConBrl100 apresentaram hiperemia. Neste mesmo peri00%; 70%; 80% e 90% de das
lesGes dos grupos C, ConBr50, DVioL50 e DVioL1@3pectivamente, apresentaram este
sinal inflamatorio.

As caracteristicas exsudativas da fase inflamatorem acompanhadas durante o
experimento; sendo visualizado no grupo ConBr 5015he  dia PO (6,67% e 10%,
respectivamente) e no grupo DVioL100 nd 2 4 dias PO (6,67% e 10%,
respectivamente). A exsudacao visualizada é caistata de fase inflamatoria, possuindo
aspecto sero-sanguinolento; nenhuma leséo expd¢amapresentou infeccdo com
secrecao purulenta.

A primeira crosta foi observada a partir do prirnalia de pds-operatério em todos
0S grupos experimentais, principalmente no grupGaeBr100 em 73,33% das lesdes. No
mesmo periodo, apenas 6,63% das lesfes do grupml.D30 e 20% das feridas cutaneas
dos demais grupos apresentaram crosta. Ertre & dias PO, 100% dos animais
apresentaram crostas no leito da lesdo. Radi@ PO, 100% das crostas do grupo
ConBr100 haviam se desprendido. Apenas os grupedD¥ioL50 apresentaram crostas
nas feridas no fle 12 dias PO. Durante o periodo avaliado, as crostasgdopos

experimentais apresentaram-se finas, secas e gautasiniforme (Figura 4).
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A evolucdo macroscopica do processo cicatriciahfmmpanhada pela mensuracao
das lesGes ao longo de 12 dias pos-cirdrgicos I&ig). No 2 dia PO, era possivel
observar uma significante reducédo da area nasddsftadas com as lectinas em relacao
ao grupo controle. Durante os trés primeiros di@ € grupo ConBr 100 apresentou
reducdo estatisticamente significativa de areafelédas na ordem de 0,42 cm?dia. Este
comportamento nédo foi observado nos demais grugtasi@os. Até %7dia PO os grupos
ConBr100, DVioL50 e DVioL100 mostraram perfil sehmahte de contracdo de ferida. No
8° dia PO, a area média dos grupos estudados f@:#1(826 cm?2 (grupo C); 0,88 + 0,61
cm2 (grupo ConBr50); 0,58 + 0,06 cm? (grupo ConB)101,00 + 0,13 cm? (grupo
DViolL50); 0,71 = 0,23 cm? (grupo DVioL100). No uiib dia de avaliacdo, as lesbes
tratadas com a lectina @anavalia brasiliensid00ug/mL apresentaram maior percentual
de contracao: 96,40%. Neste mesmo periodo, a &dmmas lesdes deste era 0,11 + 0,08
cm2.

A eficacia do tratamento com as lectinas ConBr eloDMfoi estatisticamente
significativo comparado ao grupo controle. O traato utilizando a lectina ConBr
demonstrou ser dose-dependente, porém o trataneenmioDVioL ndo apresentou esta
caracteristica. Ndo houve diferencas significantesesposta do tratamento utilizando as

lectinas com mesmas concentracdes (ConBr50 = D\ACBnBri00 = DVioL100).

3.2. Atividade antimicrobiana

Os ensaios antimicrobianosvivo foram realizados nos tempos 6, Z e 12 dias
PO (Figura 6). No tempo zero, ndo houve crescimemiorobiano nas lesdes
experimentais, certificando que estas foram reddigaem condigbes assépticas. Durante o
periodo avaliado, nenhum microorganismo foi isolddogrupo ConBr100. Nos demais

grupos estudados, apenas a bactéria com@&iaphyloccocusp. foi identificada. As



SCHIRATO, G.V. Atividade Antimicrobiana. in vitre in vivoe da ... 62

lesbes do grupo controle (grupo C) apresentaramma@is contaminadas. Nos grupos
tratados com as lectinas ConBr e DVioL com a commaeéo 50ug/mL apresentaram
Staphyloccocusp. durante o periodo avaliado, especialmenteé dea?PO em 81,82% das
lesGes dos grupos ConBr50 e nd tita PO em 60% das lesdes do grupo DViolL50. O
grupo DVioL100 apenas apresentou contaminacao risatdeno 2 dia PO (33,33%).
Os ensaio vitro revelaram que as lectinas @anavalia brasiliensig deDioclea

violacea ndo possuem atividade antimicrobiana frente aosromganismos testados.
Apenas o controle positivo (Nitrofurazona 0,2%)es@ntou formacao de halo de inibicdo

medindo: 19,4 0,04 mm par&8acillussp.; 11,95 0,04 mm par&scherichia coli 20,1+

0,07 mm par&treptococcusp. e 19,65 0,26 mm par&taphylococcuaureus

3.3. Analises histopatoldgicas

Durante a avaliacdo histopatoldgica, as analisesgdpo C (NaCl 150mM)
demonstraram a evolugdo normal do processo repar&iurante o 2dia PO (Figura 7),
0S grupos tratados apresentaram as mesmas catadsrihistopatologicas do grupo
controle, apresentando crosta, exsudato, infilcagineutrofilos e angiogénese. Os grupos
tratados com a lectina d€anavalia brasiliensismenor quantidade de exsudato
inflamatdério comparados aos demais grupos estudados

Durante o 7 dia pds-operatério (Figura 8), as lesdes apresentdecido de
granulagdo com padréo fibro-vascular. O grupo C@Bipresentou reepitelizacao abaixo
da crosta, porém o tecido de granulacdo enconsi@eem organizado. Os grupos tratados
com as lectinas apresentavam uma grande quanti@afileroblastos na derme; nos grupos
ConBr100, DVioL50 e DVioL100 foi evidenciado inicide regeneragdo epitelial nas

bordas das lesdes.
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No 12 dia (Figura 9), o grupo tratado com NaCl aindarnzsrecia com tecido de
granulacdo com padrédo fibro-vascular, crosta e epiteizacdo ndo completa. Os
camundongos tratados com a lectina Dieclea violacea(DVioL50 e DViolL100),
apresentaram caracteristicas histopatologicas bantek: reepitelizacdo incompleta,
presenca de fibroplasia e angiogénese. Do pontgisie histopatolégico, o processo
reparativo apresentou-se mais avancado nos grugtasids com a lectina deanavalia
brasiliensis principalmente em ConBrl100. Neste grupo, as ksépresentavam-se
completamente reepitelizadas com uma fina camadgudertina. As analises revelaram
que o tecido de cicatricial apresentava-se comctsgidroso com fibrilas de colageno

bem organizadas e inicio de formacéo de anexosenga

4. Discussao

O sistema imune desempenha papel fundamental egs® de cicatrizacdo de
lesbes cutaneas pois, além de participarem na dumgiiamatéria e de defesa do
hospedeiro, as células pertencentes ao sistemaihin@énam citocinas, linfocinas e fatores
de crescimento indispensaveis pela continuidadeprdoesso (Park e Barbul, 2004).
Durante os ultimos anos, foi demonstrado que uraadgr quantidade de lectinas vegetais
sdo capazes de ativar células do sistema imunaedaiet al., 2004; Cavada et al., 2001).
Lectinas vegetais, especialmente as que sdo hoasdlagConA (glicose/manose) séo
capazes de modular o recrutamento de neutréfilosmeeanismos indiretos (Assreuy et
al., 2003). Alencar et al. (2005) demonstraram guectina deArum maculatunpossui
efeito pro-inflamatdrio quando administrada intrépeealmente em ratos (80, 200 e 500
png/mL/cavidade), induzindo a migracdo de neutréfile macréfagos de maneira

significante e dose-dependente.
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O processo reparativo € regulado também por fateesrescimento e citocinas
(Werner e Grose, 2003). Diversas lectinas extraiddeguminosas pertencentes a subtribo
Diocleinae induzem a producao de citocinas porlaglmononucleares de humanos; as
lectinas testadas induzem a liberacdo de grand#idqade de TNFx e IFNy. As lectinas
de DRL e ConBr induzem a produgéo de niveis elevaddFNy e a producdo de TN&-
€ aumentada de maneira significante pelas lecGoar, DVioL e DvirL (Cavada et al.,
2001).

As lectinas possuem acdo mitogénica (Cavada etl@86). Os carboidratos
presentes na superficie celular possuem papeladgguho processo de reconhecimento
celular. Lectinas vegetais interagem com residuggeaficos de carboidratos de
glicoproteinas da membrana celular e executam éungéogénica mimeética (Kulkarne e
McCulloch, 1995). Em ensaias vivo, foi demonstrado que a lectina Albrus precatorius
induz resposta mitogénica em macréfagos murinagnplizando a producédo de Oxido
nitrico e peréxido de hidrogénio, aumentando tambéua acéo fagocitaria e bactericida
(Tripathi e Maiti, 2003). Sell e Costa (2003) destoaram que as lectinas B&aseolus
vulgaris (PHA) e a aglutinina do germe de trigo (WGA) indmze proliferagédo de
fibroblastosin vitro em concentragdes superiores a 20pug/mL. Como zadal em nossas
analises histopatolbgicas, as lesfes tratadas comBrGe DVioL mostraram um grande
namero de fibroblastos na derme quando comparasa®grupo controle (NaCl).

As lectinas ConBr e DVioL possuem a mesma espatafie por residuos de
glicose e manose, possuindo grande afinidade peleia de trimanosideo 3,6-di-Oda-
manopiranosilp-manose (Dam et al., 1998), sendo caracteristisarelgidoes nucleo de
carboidratos N-ligados a asparagina. Além disstaseectinas reconhecem 0s mesmos
epitopos na estrutura do trimanosideo. Apesar aladgrhomologia entre as estruturas das

lectinas de Diocleinae, estas proteinas podem indegpostas bioldgicas distintas. Em
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nosso trabalho, a diferenca na resposta entreatsrtentos com as lectinas ConBr e
DVioL pode ser atribuida ao fato que estas aprasenéspecificidade distinta a

carboidratos complexos (Gupta et al., 1996; Damil.et1998). Além disso, elas possuem
diferente equilibrio dimérico-tetramérico dependsntle pH (Grangeiro et al., 1997;

Calvete et al., 1999). Apenas a conformacédo tdeaiea interage com receptores da
superficie celular, ativando vias de transcricaar. &emplo, a diferenca encontrada na
intensidade do processo inflamatério das lesdeadaa com ConBr e DViolL pode ser

ocasionada em resposta a pequenas diferencasromrasprimaria destas proteinas as
quais interferem na afinidade por carboidratos dergs e na relacdo entre as
conformacdes diméricas e tetrameéricas.

O efeito antimicrobiano das lectinas testadas pedetribuido por estas proteinas
formarem canais idnicos na membrana celular miar@iou por inibicdo competitiva da
adesdo de proteinas microbianas aos receptoressguaridicos do hospedeiro (Cowan,
1999). Além disso, as lectinas estimulam o procelsdagocitose e a lise celular por
ativacéo do sistema complemento (Ottinger et 8091

Os carboidratos glicoconjugados demonstram hal#idam destruir bactérias e
virus, prevenindo infeccbes em mamiferos. Por el®nmgp manose atua prevenindo a
infeccdo bacteriangEm sua superficie, as bactérias possuem lectinassquunem a
receptores glicoconjudados da superficie de célutaspedeiras de mamiferos,
ocasionando a adesédo e infeccdo. A manose se digaetitivamente com as lectinas
bacterianas, ocupando os sitios que normalmeni@a®am a receptores, prevenindo
desta forma, a infec¢cadn vitro, a manose vem demonstrado prevenir a infeccéo
bacteriana de diversas cepas de Aeromonas nasagéhtestinais de humanos. Em

animais, a manose demonstrau,vitro, impedir a aderéncia ddalmonella typhimurium
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no intestino de frangos, reduzindo de maneira ogiiva (aproximadamente 50 a 100%),
a incidéncia de infeccao (Gardiger, 2000).

O presente trabalho demonstrou que as lectinas ICenBVioL aceleram o
processo cicatricial de lesbes cutaneas. Esteogieile ser observado especialmente no
grupo tratado com a lectina @anavalia brasiliensid00 pg/mL. Os resultados presentes
oferecem evidéncia farmacolégica preliminar no usstas lectinas no processo de

reparacao de feridas cutaneas.
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Figura 2: Percentual de edema nos grupos experimentaiso@upaCl 150mM); grupo
ConBr50 (lectina ConBr 50 pg/mL); grupo ConBri108cfina ConBr 100ug/mL); grupo

DVioL50 (lectina DVioL 50 pg/mL); grupo DVioL 100€ctina DVioL 100pg/mL).
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Figura 3: Percentual de hiperemia nos grupos experimerEigo C (NaCl 150mM);
grupo ConBr50 (lectina ConBr 50 pg/mL); grupo Caob®J (lectina ConBr 100ug/mL);

grupo DVioL50 (lectina DVioL 50 pg/mL); grupo DViol00 (lectina DVioL 100ug/mL).
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Figura 4: Aspectos macroscopicos das lesdes experimenegsingo dia pds-operatério
(PO):A, grupo C (NaCl 150mM)B, grupo ConBr50 (lectina ConBr 50 pg/mK; grupo
ConBrl100 (lectina ConBr 100ug/mLD, grupo DViolL50 (lectina DVioL 50 pug/mL)E,
grupo DVioL100 (lectina DVioL 100ug/mL). Sétimo d®O: F, grupo C;G ConBr50;H,
ConBr100;l, DVioL50; J, DVioL100. Décimo segundo dia P®; grupo C;L ConBr50;

M, ConBr100N, DVioL50; O, DVioL100.
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Figura 5: Area da lesdo (cfhe tempo (dias) apés o tratamento tépico utilipaN&Cl,
lectina deCanavalia brasiliensig50 mg/mL e 100 mg/mL), lectina d&oclea violacea

(50 mg/mL e 100 mg/mL).
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Figura 6: Presenca d8taphylococcusp. nas feridas cirirgicas experimentais. Grupo C
(NaCl 150mM); grupo ConBr50 (lectina ConBr 50 pgjmgrupo ConBrl100 (lectina
ConBr 100ug/mL); grupo DVioL50 (lectina DVioL 50 fngL); grupo DVioL 100 (lectina

DVioL 100ug/mL).
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Figura 7: Aspectos histopatologicos das lesdes experimerfaidia de pds-operatorio:
Tricrémico de MassonA (100X), grupo C (NaCl 150mM)B (100X), grupo ConBr50
(lectina deCanavalia brasiliensi$0pg/mL);C (400X), grupo ConBr50) (100X), grupo
ConBrl100 (lectina ConBr 100pg/mLE (100X), grupo DViolL50 (lectina d®ioclea
violacea50ug/mL);F (100X), grupo DVioL100 (lectina DVioL 100ug/mL).-€crosta; nf
— tecido conjuntivo neo-formado; i — infiltrado deutrofilos; a — angiogénese.
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Figura 8: Aspectos histopatoldgicos das lesdes experimentaidia de pds-operatorio:
Tricrébmico de MassonA (100X), grupo C (NaCl 150mM)B (100X), grupo ConBr50
(lectina deCanavalia brasiliensi$0ug/mL);C (100X), grupo ConBr100 (lectina ConBr
50pug/mL); D (100X), grupo DViolL50 (lectina dBioclea violacea50ug/mL);E (100X),
grupo DvioL100 (lectina DVioL 100pg/mL}: (400X), grupo DvioL100. ¢ — crosta; fv —
tecido de granulacdo fibrovascular; v — vasos dSaegs; — - fibroblastos; r —

reepitelizacéo.
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Figura 9: Aspectos histopatoldgicos das lesGes experimerit&iglia de pds-operatorio:
Tricrébmico de MassonA (100X), grupo C (NaCl 150mM)B (100X), grupo ConBr50
(lectina deCanavalia brasiliensi$0ug/mL);C (100X), grupo ConBr100 (lectina ConBr
50pug/mL); D (400X), grupo ConBrl00E (100X), grupo DViolL50 (lectina d®ioclea
violacea50pg/mL);F (100X), grupo DvioL100 (lectina DVioL 100pug/mL).-crosta; fv

— tecido de granulacao fibrovascular; v — vasogigimeos; d — derme; ep — epiderme; k —

queratina; ac — anexos cutaneos; tc — tecido w@dir r — reepitelizacao.



7.CONCLUSOES
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O presente trabalho demonstrou que as lectinas ICeriBVioL sdo capazes de
estimular o processo de reparacdo de lesbes catétaedo no ponto de vista
clinico e histopatoldgico.

O grupo tratado com a lectina @anavalia brasiliensisL00 pg/mL apresentou o
processo cicatricial mais avancado quando compacawo os demais grupos
estudados.

As lectinas testadas ndo apresentaram atividadmiargbianain vitro frente aos
microrganismos testados, porém durante os testesvo, no grupo ConBrl100,
nenhum microrganismo foi isolado das lesbes cutinea

O presente estudo oferece evidéncia farmacologiginpnar sobre o uso destas

lectinas para promover o processo de cicatrizacao.



8. ANEXOS
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Anexo 01:Parecer do Comité de Etica em Experimentacio Animal
Anexo 02:Ficha de avaliacéo clinica.

Anexo 03:Normas da Revista para onde o artigo sera submetido

Trabalhos gerados do trabalho de dissertagao de ntesdo

Anexo 04:Resumo expandido apresentado em anais de evento

Titulo: Efeito da lectina d€anavalia brasiliensisio tratamento tépico de feridas
cutaneas experimentais em camundongos.

Autores: SCHIRATO, G. V.; SILVA, F. O.; PORTO, C.;SAVADA, B. S,
LIMA-FILHO, J. L.; CARNEIRO-LEAO, A. M. A.; PORTOA. L. F.

Fonte de publicacdo: VII Reunido Regional da SBBqg2ral International
Symposium in Biochemistry of Macromolecules Biotglogy, 2004, Recife. Anais
da VII Reunido Regional da SBBg/ 2nd InternatioBgimposium in Biochemistry

of Macromolecules and Biotecnology — SBBq, p. 169;12004.

Trabalhos realizados no periodo de execucédo do mesto

Anexo 05:Artigo completo publicado em periédico

Titulo: O polissacarideo dédnacardium occidentald.. na fase inflamatéria do
processo cicatricial de lesbes cutaneas.

Autores: SCHIRATO, G. V.; MONTEIRO, F. M. F.; SILVA. O.; LIMA-FILHO,
J.L.; CARNEIRO-LEAO, A. M. A.; PORTO, A. L. F.

Fonte de publicacdo: Revista Ciéncia Rural, vn3a, p. 149-154, 2006.

Anexo 06:Resumo expandido apresentado em anais de evento

Titulo: Avaliacdo da atividade cicatrizante do ®&npolimérico produzido com o
polissacarideo obtido da gomaAlvacardium occidentalk.

Autores: MONTEIRO, F. M. F.; SILVA, F. O.; SCHIRAT®. V.; SILVA, G. M,;

ARAUJO, J. P. F.; SILVA, J. B. R.; LIMA-FILHO, J..LCARNEIRO-CUNHA, M.
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G.; CARNEIRO-LEAO, A. M. A.; PORTO, A. L. F.
Fonte de publicacdo: V Jornada de Ensino Pesquisdensédo - VI Simpadsio de
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Anexo 01

Umive rsidade Federal de Pernambupes
Centro de Ciéncias Bloldgicus

Oficio n® 31 /05 Recife, 05 de julho de 2005

Da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Fara: Profa, Ana Lucia Figusiredo Forto
Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA - UFPE

Os membros da Conussd@e de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE] avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagao
da Atividade Antimicrobiana in vitro e in vivo e da Atividade Cicatrizante das Lectinas de
Canavalia brasiliensis e Dioclea violacea em Lesées Cutidneas em Camundongos”.

Concluimos que os procedimentos descntos para a utilizacdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasilero para
Experimentacéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Heaith Guide for Care and Use of Laboratory Animals as guais sdo adotadas como critérios de
avaliacao e julgamento pela CEEA-LUFPE

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lel 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimes um parecer favoravel aos protocolos expenmentais
realizados,

Atenciosaments,

Trltiad ({ Ll Anged
o Sl Cameir do Nscimenty
Presidente CEEA

WFeR

CCB: Integrar para desenvolwves



Anexo 02
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Anexo 0:

Guide for Authors

Research in Veterinary Scienpablishes original contributions and review ag#cbn research
concerning the health and disease of animals,dirgdustudies in comparative medicine.

Short Communications

Short communications should not exceed 1600 warndsralude no more than two tables or
figures. They should have an abstract but no atiwésions. Typescripts should be clearly marked
Short Communication.

Review Articles Review articles on veterinary topics are invitedgublication. They should give
an update on recent advances in a particular difetlbe targeted at research veterinarians who are
not necessarily working in the same field. The targhould not exceed 4000 words.

Submission of manuscripts

Submission tdresearch in Veterinary Scienaew proceeds online via Elsevier Editorial System
http://ees.elsevier.com/rvsAuthors will be guided step-by-step through upliag files directly

from their computers. Authors should select a etassifications for their papers from a given

list, as well as a category designation (Origines&rch Paper, Short Communication, and so on).
Electronic PDF proofs will be automatically genecdhfrom uploaded files, and used for
subsequent reviewing.

Authors should send queries concerning the subonigsiocess or journal procedures to
mailto:%20AuthorSupport@elsevier.cofuthors can check the status of their manusarititin
the review procedure using Elsevier Editorial Syste

Authors submitting hard copy papers will be asketesubmit using Elsevier Editorial System.

Submission of an article is understood to implyt tha article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submissien ahplies that all authors have approved the
paper for release and are in agreement with iteeabrnUpon acceptance of the article by the
journal, the author(s) will be asked to transfer ¢copyright of the article to the Publisher. This
transfer will ensure the widest possible dissenonadf information.

Language Editing Elsevier's Author Gatewgyrovides details of some companies who can
provide English language and copyediting servioesuthors who need assistabedorethey
submit their article obeforeit is accepted for publication. Authors should teet these services
directly. For more information about language edjtservices, please email
authorsupport@elsevier.com

Ethics

Before papers describing animal studies are acddptgublication inrResearch in Veterinary
Sciencethe authors must satisfy the editors that thekwonformed to appropriate ethical
standards. Whether or not a particular piece okwsaccepted for publication will be decided by
the editors whose decision will be final.

The authors should provide written assurances (dthe project underwent ethical review and
was given approval by an institutional animal came use committee or by appropriately qualified
scientific and lay colleagues. (i) The care and osexperimental animals complied with local
animal welfare laws, guidelines and policies.

The editors expect authors to have adhered totlenving general priniciples: (i) Alternative
procedures that replace the use of animals shaulgséd if possible. Where this is not possible, the



animals used should be carefully selected to bé&tst sentient species possible and of an
appropriate strain. (i) The minimum number of aaisnshould be used consistent with achieving
the scientific objectives of the study. (iii) Pa&nd distress should be minimised by the use of
humane endpoints, sedation, anaesthesia, anafyebs@ost-operative care. (iv) Access to
veterinary care must be available at all timeslrfvisitgators and personnel that care for and use
animals must be trained and possess relevant esgartd training that should be updated
regularly. (vi) If animals have to be killed, tlgbould be done humanely according to local
euthanasia regulations, such as the Home Offiadetines in the UK or guidelines of the
American Veterinary Association Panel on Euthanasia

Title

Papers should be headed with the full title, thiggils and surnames of the authors, and the name
and address of the institution where the work veased out. The full telephone number, Fax
number and e-mail address of the correspondingastiould also be provided.

Form of Papers

a) Abstract (not more than 150 words), self-corgdiand embodying the main conclusions. It
should note the relevance to veterinary scienaeetisas the aims and objectives of the work.
Sentences such as 'the results are discussedh mbiely describe the paper, are not allowed.
b) Keywords. Please supply a list of up to six kesas that describe the paper. c) Introduction.
d) Materials and methods employed.

e) Results, as concise as possible. Text, tabkkéigures illustrating the same data will rarely be
permitted.

f) Discussion and conclusions.

g) Acknowledgements.

h) References.

i) Manuscripts should haveumbered lines with wide margins andouble spacing throughout,
i.e. also for abstracts, footnotes and refererteesty page of the manuscripts, including the tile
page, references, tables, etc., should be numberétbwever, in the text no reference should be
made to page numbers; if necessary one may regerctmns. Avoid excessive usage of italics to
emphasize part of the text.

Abbreviation and symbols Authors are asked to explain each scientific ebilation at it first
occurrence in their papers; for example, complerfieations test (CFT). The policy of the journal
with respect to units and symbols is that S| (Systieternational) symbols should be used.

Reference Format

Only papers closely related to the author's wodukhbe mentioned; exhaustive lists should be
avoided. References should be cited in the text tBrown and Smith (1985), Jones (1987a), Jones
(1987b), or Smitlet al (1988). The list of references at the end of theep should be given in
alphabetical order and should appear in the foforgerson, P.R., Budke, C.M., 2003
Echinococcosis an international public health challenge. Rese#r Veterinary Scienced, 191-

202. References to books and monographs shouladiec(1) author(s) or editor(s); (2) year of
publication; (3) title; (4) edition; (5) place ofiplication and publisher; (6) beginning and final

page numbers.

[llustrations

1. Allillustrations (line drawings and photograpkblould be submitted as separate files,
preferably in TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according & tbequence in the text. References should be
made in the text to each illustration.

3. lllustrations should be designed with the forwiahe page of the journal in mind. lllustrations
should be of such a size as to allow a reductids086.



4. Lettering should be big enough to allow a reiduncodf 50% without becoming illegible. Any
lettering should be in English. Use the same kihigttering throughout and follow the style of the
journal.

5. If a scale should be given, use bar scaleslalfuatrations instead of numerical scales thastnu
be changed with reduction.

6. Each illustration should have a caption. Theioap to all illustrations should be typed on a
separate sheet of the manuscript.

7. Explanations should be given in the figure letfisp Drawn text in the illustrations should be
kept to a minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have goatrast and intensity.

9. If you submit usable colour figures, Elsevierwgbensure that these figures appeared free-of-
charge in colour in the electronic version of yaacepted paper, regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in colour in the gthtversion. Colour illustrations can only be
included in print if the additional cost of repration is contributed by the author: you would
receive information regarding the costs from Eleewifter receipt of your accepted article.

Please note that because of technical complicatibish may arise by converting colour figures to
'grey scale' (for the printed version, should youapt for colour in print), you should submit in
addition usable black and white figures correspogdd all colour illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations ¢e@nfound at the following URL.:
http://www.authors.elsevier.com/artwork

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary rightersupport and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the authortamidil possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, higblidgen images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied wéllgublished online alongside the electronic
version of your article in Elsevier web products;luding ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.comih order to ensure that your submitted matesiaiiectly usable,
please ensure that data is provided in one ofergmmended file formats. Authors should submit
the material together with the article and supptypacise and descriptive caption for each file. For
more detailed instructions please visit in@rnal's home pagand click on the right-hand side link
to the Author Gateway.

Tables

1. Authors should take notice of the limitationslsgthe size and lay-out of the journal. Large
tables should be avoided. Reversing columns and valWvoften reduce the dimensions of a table.
2. If many data are to be presented, an attempige made to divide them over two or more
tables.
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references to all tables.
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8. Any explanation essential to the understandfrtpetable should be given as a footnote at the
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Copyright
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TRATAMENTO TOPICO DE FERIDAS
CUTANEAS EXPERIMENTAIS EM
CAMUNDONGOS
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Effect of the Lectin fromCanavalia brasiliensisn the topical treatment of experiment

cutaneous lesions in mic

Lectins form an important class of carbohydratedlrig proteins. ConBr, the lectin fror@anavalia
brasiliensis,is homologous to Con A, differing from it in onljaree residues. The aim of this work is to
evaluate the topical treatment of cutaneous wowsiisg ConBr lectin Surgical wounds (1 sz) were
produced aseptically in the dorsal thoracic region in albino Swiss mice. Each wound was topically
treated daily along 12 days, as follows: 150 mM NaCl (C Group) and ConBr 50ug/ml (T Group).
Wounds were daily evaluated through the measurement of the area, presence of oedema,
hyperemia, presence of scab. Hyperemia were less intense in T Group, specially after 5" day (70%
and 100% in Groups T and C, respectively). At the 12" day, 33.33% of C Group and 66.67% of T
Group showed re-epithelization. At 12" day, the average area was 0.12 + 0.2cm® and 0.61 +
0.67cm?® (T and C Groups, respectively). Only Staphylococcus sp. was isolated from the wounds
but in less percentile in T Group. These results suggest a potential use of ConBr to improve wound

healing.

Introducéo

O processo de reparo tecidual caracteriza-se
por uma sucessao complexa de eventos
bioquimicos e celulares em resposta a lesdo. Para
que um ferimento seja curado com éxito, o0s
eventos devem suceder-se em uma sequéncia
apropriada e o resultado final é geralmente uma
cicatriz de tecido conjuntivo, representando o
somatério dessas etapas. (Carvalho, 2002). Caso
as feridas ndo sejam adequadamente tratadas,
pode surgir infeccdo. Feridas infectadas
cicatrizam mais lentamente e a reepitelizacéo é
mais prolongada (Inngjerdinger et al., 2004).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ndo
pertencentes ao sistema imunoldgico, capazes de
reconhecer sitios especificos em moléculas e
ligar-se a carboidratos, sem alterar a estrutura
covalente das ligagdes glicosidicas dos sitios
(Grangeiro, 1996).A Canavalia brasiliensis é
uma leguminosa pertencente a subfamilia
Diocleinae e a partir desta é extraida a lectina
ConBr (Barbosa et al., 2001). A ConBr possui
ligacdo glicose/manose e ¢€é homéloga a
Concanavalina A (ConA) (Cavada et al., 1993).

Objetiva-se com este trabalho testar o efeito
terapéutico do tratamento tépico da lectina ConBr
em feridas cutdneas experimentais em

VI Reunido Regional Nordeste da SBB{ driternational Symposium in Biochemistry of Macrtenoles and Biotechnology

camundongos sob o ponto de vista clinico e
microbiolégico.

Experimental

A lectina deCanavaliabrasiliensis(ConBr)
foi purificada pelo método de Moreira et al.
(1983) e cedida gentiimente pelo Prof. Dr.
Benildo de Sousa Cavada do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara — UFC. Foi
produzida uma ferida na regiéo dorsal toracica em
30 camundongosMus musculu¥ albinos suicos
(machos, com 8 semanas de idade, pesando 33,0
+ 2,09) divididos em dois grupos iguais, segundo
o tratamento empregado: Grupo C (NaCl 150
mM), Grupo T (ConBr 5@g/ml). Foram
aplicados diariamente 100l de cada solucdo
apos a realizacdo das lesdes. As lesGes foram
submetidas a avaliacdo clinica até & dia de
pés-operatério (PO). A area da lesédo foi calculada
pela equacéo formulada por Prata et al. (1988). Os
resultados obtidos foram expressos como m#dia
desvio padrdo (M £ dp). A avaliacdo
microbiolégica das feridas cirdrgicas
experimentais foi realizada nos tempos Oh, 48h, 7
e 12 dias de pods-operatério antes da realizagao
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de bidpsia. Para realizacdo desta, 5 animais eram
retirados de cada grupo experimental e,
posteriormente, eutanasiados por deslocamento
cervical com os animais previamente anestesiados
com cloridrato de xilazina (dosagem de 10
mg/Kg) e cloridrato de cetamina (dosagem de 115
mg/Kg) (Hall e Clarke, 2001). O material para
exame microbiologico foi coletado através de
“swabs” esterilizados e semeado em placas de
Petri contendo agar sangue e agar Levine. As
placas foram incubadas em estufa microbiol6gica
durante 24 horas e apos este periodo as bactérias
foram classificadas através dos aspectos
morfolégicos das colbnias, morfotintoriais ao
Gram.

Resultados e Discussdes

Os animais foram avaliados clinicamente,
diariamente até o 22le pds-operatério (PO), os
sinais clinicos observados neste periodo foram:
presenca de edema, hiperemia, formacéo de crosta
além do acompanhamento da evolugdo da éarea
das feridas.

Em relacdo a presenca de edema, este sinal
flogistico foi observado em ambos os grupos até o
6° dia PO. No 2dia PO, 100% dos animais do
grupo C apresentaram edema nas lesdes, porém,
neste mesmo periodo, 86,67% das lesGes dos
animais do grupo T apresentaram o sinal. J&no 6
dia PO o percentual de edema nas feridas
experimentais foi 20% e 40% nos Grupos C e T,
respectivamente (Figura 01).
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Figura 01 — Percentual de Edema nas lesbes experimentais
dos Grupos C e T.

A Hiperemia foi observada até § 8ia PO

no Grupo T e até o°@lia PO no Grupo C. Até o

5° dia PO, 100% das lesbes do Grupo C

apresentaram hiperemia, enquanto o Grupo T, no
5° dia PO 70% das lesGes permaneciam com este
sinal flogistico. Através do acompanhamento da
evolucdo clinica, pode-se evidenciar que a

hiperemia das feridas tratadas com a lectina
ConBr demonstrou-se leve, enquanto nas feridas
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controle foi moderada em relagédo a intensidade
deste sinal flogistico (Figura 02).
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Figura 02— Percentual de Hiperemia nas lesbes experimentais
dos Grupos Ce T.

A partir das 24h de experimento, houve

formacdo de crosta nas feridas de ambos os
grupos e pode-se observar a presenca desta até do
12° dia de experimento. Do 1@té o 12 dia PO,
60% dos animais do Grupo C permaneceram com
crosta em suas lesBes, neste mesmo periodo,
apenas 16,66% das les6es do Grupo T ainda
permanecia com crosta (Figura 03).
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Figura 03 — Percentual de presenca de Crosta nas les6es
experimentais dos Grupos C e T.

Em relacdo a evolucdo da area das lesbes
(Figura 04 e 05), durante a fase inflamatoria do
processo cicatricial (até®@lia PO), foi possivel
observar uma maior reducao da area das les6es do
Grupo T em relacédo ao Grupo C até’ali& PO.
Durante o 8 e & dia PO esta diferenca néo foi
significativa. No 12 dia PO, 66,67% das lesbes
experimentais do Grupo T  estavam
completamente reepitelizadas, enquanto apenas
33,33% das lesdes do Grupo C apresentavam esta
caracteristica. A area média neste tempo foi

02
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Figura 04 — Area média das lesdes experimentais.Grupo Conclustes
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O tratamento utilizando a lectina ConBr
favoreceu a evolugcdo do processo cicatricial das
. lesdes experimentais. As feridas tratadas com esta
Vi B (3 proteina apresentaram menor freqiéncia de
contaminacdo microbiana em relacdo ao Grupo
. controle.
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Figura 05 — Aspecto das lesdes. Grupo C: (a), 2° dia FINEP e CAPES pelo suporte financeiro.

PO; (b) 7° dia PO; (c) 12° dia PO. Grupo T: (d), 2° dia
PO; (e), 7° dia PO; (f), 12° dia PO. ] o ]
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O polissacarideo do Anacardinm occidentale L. na fase inflamatoria
do processo cicatricial de lesdes cutineas

The polysaccharide from dnacardinm eccidentale L.in the inflammatory phase
of the cutaneons wound healing.
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Ana Licia Figueiredo Porto?

EESUMO

@ gfeire do polissacoriden de Amacardinm
occidentale L. (POLICATU} foi avaiiade na fase inflamardria
do processe cicairicial em camnmdonges (Mis musculus) Swiss
iw=80), oreanizador de acordo com o frotamexrts ampregado;
Grupo I (NaCl I50mM), Grupo IT (gcide ascdrbico 7img.mit)
e Grupe [T femulsde contends POLICATU 150me mi
preparade em doide gscdrbice Fimgmil A5 lesder cwidneas
Joram reqlizadas assepricaments na régide fordoica dorsal @
cadn forida foi motada em dose unica [200p0) imadiotamante
apds @ cirurgia. A5 feridas foram avallodas dioriamenis sob o
pante de vista clinice @ hizropateldgico ard o §° dig de pds-
oparardrio (PO} No 3% dig PO, obrervou-zé nm menor
pereantual de edema o hiperemin ko Grapo [T ew relagio aos
ETUPOS cOonTolE, a0 passe que of valoras de drea da feridn ¢ do
perceniual de conrragfo ndo foram estavisticamanie
signiffcatives. 4 avaliagdo kisigpareldgica do grupe fratads
comt POLICATU demansiron a presenga de tecide da
sramnlagdo fibrovazcular wo 6= dia PO, enquaxio o5 grupes
conirele aprereniovam tecido de granwlagdo com padrdo
vazcwimr O franmwento proposte propiciou simais fogimices
manes acenfuader (edema ¢ hiperemia) durante o periode
inflamardrio, compativel com ¢ procesre de reparapdo mais
avangade do ponto de visra histoparoidgico, sugeringdo a
pazsivel uiizagde clinica da emulzdo contando POLICATLL

Palavras-chave: cicamrizagde, imflamagdo, bromarerias,
peiisacariden. Anacardinm occideniale L.,
goma de cqiueiro

ABSTRACT

The gffert of the pelysaccharide from Angeardnim
occidentale L, gum (POLICAJL) was evaiuated in the

inflaramorary phase af the wound Realing in Swiss mice Mduy
musculus) (m=00) dnided accerding to the employed
treammant: Group I (NaCl 150mAM), Group IT (TSmgml!
ascorbic acidl and Growp I jemulsion containing 150meg mi!
POLICATY prepaved in Timgmi azcorbic acidl. 4n azepric
wound was preduced in the dorsal thergeic area and gach
wound was mreated i a single dose (Z200ul) soon after the
accampiishmenr qf the fesions. Daily, the wonnds were muleined
to the clinical and histepatholegical evaluation unfil the &th
day of posteperarive (PO). In the Iih day PO, the Group IT
prezarited the siens oedema and Ryperemia, in smaller porcaniile
than the conmol groups. The resulis gf avea of the wound and
percenriie of contracion didnt obtam sraniznical significance
The histopothological evaluation reveaied, in the Gth day PO,
that the Growp I prezenred fibrovascilor granwlarion Hitug,
while the contrel groups prosented varcufar gravmlaiion MIsue.
Thie wse qf POLICAJL propitiared ro ihe animaiz of the treated
eroup infTammargry signs less acceniunpred (oedema and
Fvperemtia) in the mfowmatary period, companbie with the
normal weund healing process under the point af view
histopathological, suggesiing the passible clinical employment
of the POLTC AL emulzion

Eey words: weound healing, inflammasion, biomararials,

poivsaccharide, Aracardinm ocerdentale L.,
CasREW Fum.

INTRODUCAOD

O processo cicatmicial envolve uma complexa
seqgiiéncia de eventos cefulares e bioguimicos com o
objetive de restaurar a mtegridade tecidual apds o
trauma. Este processo caracteriza-se pela homeostase,
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mnflamacio, formacio de tecido de granulagio,
reepitelizacie e remodelagio da matriz extracelular.
Durante a fase mflamatona, 530 cbservados infiltrados
celulares (nentrofilos, linfacitos e macrofagos). cyja
participagio & fundamental para regular o processo de
reparagdo, pols secretam citocinas. linfocinas e fatores
de cresciments, gue atuam comoe sinalizadores
meleculares. Os neumcfiles sfo as primeiras células
recritadas, aparecendo sproximadaments 24 horas apos
& lesdio, com fungdes de fagocitose e debridamento de
tecidos necrosados, para mimmuizar a possibilidade de
mfeccio ocasionada por patogenos (STEENKAMEP et
al. 2004; PARK & BARBUL, 2004).

Os macrofagos migram ao local da ferida em
cerca de 48 a 96 horas, tornando-ze a populagio celular
predominante antes da migragio e proliferagio dos
fibroblastos. Sua acdo antimicrobiana ocorre devido a
geragio de radicais reativos, como oxide nifrico e
peraxide de oxigénio. Uma mmportante conmbuigio dos
macrefages para o processo cicamelal € a secregio de
citocinas ¢ fatores de crescimento, os quats ativam e
recrutam outras células envolvidas no processo
cicatricial (outros macrofagos e linfocites), regulam a
guimiotaxia e a proliferacio de fibroblastos, a sintese
de colageno, alem damugragio e rephicagio das células
endoteliais. tfambém enveolvidas no processo de
reparacio tecidual (STEEWNEAME, etal, 2004: PARK
& BARBUL. 20043

Para otimizar areabilitagio de lestes, pode-
2 utilizar biomateriais, compreendidos como materials
interativos capazes de estabelecer uma afinidade
apropriada com o tecido vizinho sem inducio de uma
resposta adversa do hospedeire (FATNER. & BEYANT,
2004). Oz polissacarideos estimulam o sistema lmune
in vitre & in vive e contribuem favoravelmente no
processo cicatricial, podendo ser utilizades como
biomateniais (DIALLO, etal 2001; UENO, etal., 2001;
KEWEOQON, etal, 2003; SENEL & McCLURE, 2004).0
heteropolissacarideo proveniente da goma do
Anacardinm eccidentale L. (POLICATT) vem sendo
unlizado em diversas pesquisas e tem apresentado
resultados terapenticos sansfatonoes, potencializando,
em estudos preliminares, o processe de cicatrizagic de
lezdes cutineas em camundongos (SCHIEATO et al.,
2003: PATVA, 2003).

O obyetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do tratamento topico de lesdes cutimeas. em dose
tnpica, utilizando-se a emulsio contende POLICATU
naevolugio da fase mflamatoria do processo cicamicial
cutaneo, do ponte de vista clinico e lustopatologico.

MATERIAL E METODOS
A goma de Anacardiim eccidentale L. for

coletada no litoral sul do Estado de Pernambuco (Prata
de Tamandare), Brasil O POLIC AT foi obtido d= acordo

com o método de MENESTRINA et al. (1998} A
emulsio foi formmlads adicionando-se acido ascorbico
(1500mg) e POLICATU (3000mg) a 4zua destilada esténl
{10ml) e mantids sob agitagio até completa
solubilizagdo. O pH da emulsdo for ajustado em pH 5,0
adicionando-se NaOH 1N, O volume final foi afenido,
cbtende a emmlsdo de concentragio fmal de 150mg ml!
de POLICATU.

Este estudo foi conduzide de acorde com
as normas preconizadas pelo Canadian Council Animal
Care {CCAC) e o protocolo experimental for aprovado
pelo Comité de Edica de Utilizagfo Animal do Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de
Pemambuco. Foram utilizados 90 camundengos {Mus
minscnlus) Swiss, fBmeas, com 8 a 10 semanas devidae
pesando 30,0 + 5 0g, procedentes do bicterio do
Laboraténio de Imunopatelogia Keizo Asamu (LIKA-
UFPE)., onde o3 mesmos foram mantidos e
acompanhados durante os 6 dias de expenimento em
ambiente com temperatura, umidade e lJuminosidade
controlados. O3 animais foram alinentados comragao
especifica para roedores e dgua ad libitum.

Para realizacdc do procedimento cimirgico
experimental, o3 camundongos foram previamente
anestestades com cloridrato de xilazina 2% e clonidrato
de cetamina 10% (10mgKz" e 115mgKg".
respectivamente), por via subcutinea (HALL &
CLARKE, 1991} Apés a anestesia, realizaram-ze a
tricotolnia e a anti-sepsia da regide dorsal toracica com
wodopovidena e solucdo salina estéril NaCl 150 mM. A
pele foi demarcada usando-se um molde de papel
adezive (1cm?®), previamente esterilizado e a ferida
cutanea asséptica fol produzida por incisdo da pele
com lamina de bistun mimere 15 e a divelsdo da tela
subcutdnea fol realizada com tesoura de pomtas tpo
romba/romba e pinga de dissecgio, até sua total
rezseccio.

Apos arealizagio do procedimente cinirgico,
o3 animals foram aleatoriamente organizados em grupos
(n=30/grupo), de acordo com o tratamento: Grupe I
(24aC1130 mM), Grupo I {4cido ascérbice Timg.ml™) e
Grupoe IIT (enmulsdo contende POLICATT 150mg ml).
Imediatamente apos a cirurgia cada ferida de cada grupo
for tratada, com aplicagdo topica, em dose umica de 200
pd da substineia de acordo com o grupe, e o processo
cicatricial ocorren por segunda intengdo.

Az feridas foram avaliadas dianiamente até
o G° dia de pos-operatoric (FO) sob o ponio de vista
clinico, evidenciando-se os sinais flogisticos edema,
hiperemia. presenga de crosta e exsudato, além da
mensuracioe da area, com auxilio de um paguimetTe. &
contracdo da lesdo foi avaliada através do caleulo da
area da ferida, nnlizando-se da eguagdo descrita por
PRATA atal. (1928): A=p. R r onde “A” representaa
area, "B o rato maior e “r’” o raio menor da ferida. O
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céleule do grau de contragio da fenda fol expresso
como percentual, assim como o indice de cicatnzagio,
utilizande-se as equagdes propostas por RAMSEY et
al. (1995} 100 x (Wo — Wi)/Wo =M + DP. onde Wo =
area mmicial da ferida; Wi = drea da ferida no dia da
bigpsia (12 22 3¢ 4= 50e G dias).

Para realizacio de estudo histopatologica,
os fragmentos de pele foram coletados dianamente &, a
cada dia de biopsia, cinco animars foram retirados dos
grupos experimentals , posteriormente, submetidos a
eutanzsia por superdosagem com Pentobarbital sodico
(200mg Kg'), via intra-pentonial. As amostras foram
submetidas ao processamento histopatologice,
mcluidas em parafina e, apés microtomia, o5 cortes
foram corades por Hematoxiling Eosina e,
alternativamente, pele Tricrémico de Masson
MICHATL ANY. 1990).

Os resultados obnidos foram expressos
como media + desvio padrie (M + dp), submetidos a
analise de variancia e ao teste de Tukey, aceitando-se
como estatisticamente significativos os valores
comparados ao nivel de significancia de $%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Az lesdes experimentats dos camnmdongos
foram avaliadas do ponto de vista clinico ao longo de
seis dias de expenimento. A avaliagdo macroscopica
das feridas permutin evidenciar sinais flogisticos menos
acentuados no grupo ratado guande comparados aos
dos grupos contrele. O edema, conseguente ao
acimule de fluido e proteinas plasmaticas no espago
extravascular em resposta a agdo de citocinas, fol
observade em todos os grupos estudados. Entretanto,
a sua fregiigncia fol menor nas lesdes tratadas com
POLICATT (33%), especialmente no 42 diz de avaliagio
clinica, comparada aos Grupos e IT(86,67% e B6.67%,
respectivamente). De forma semelhante, a hipersmua
foi obzervada ac longo de tode o periodo avaliade.
Wale ressaliar que, no 52e 62 dias de pos-operatorio, fol
evidenciado wm menor percentual ne Grupo DI (0% e
40%;, respectivamente). INo mesmo periodo, as lesdes
nos camundengos do Grupe L tratadas com selucdo
salina, apresentaram hiperemiz em [00% deles.

A partir de 24 horas apos a realizagdo das
lestes experimentats, 100% das feridas em todoes os
grupos apresentaram formacdo de crosta. Mo oltmo
dia de avaliacio, observou-se desprendimento de
crosta em 20% dos animais pertencentes ao Grupo L
porém as lesdes nao se encontravam reepitelizadas, o
gue nio foi evidenciado nos demais grupos estudados.
Wo processo de reparacdo tecidual, normalmente, ocomre
desprendunento da crosta quando 2 cobertura epitelial

esta completa. No caso do Grupe L, o desprendimento
pode ser atribuide a algum fator extrinseco, ja que nio
havia reepitelizagio completa do local da lesdo.

As caracteristicas exsudativas da fase
inflamatona também foram acompanhadas durante o
experimento. No 12 dia de pos-operatonie, observon-se
exsudato de caracteristica serosangiunoclenta em
24 14%: 13.78% e 20% das fenidas dos animais
pertencentes aos Grupos I, IT e III, respectivamente.
As feridas tratadas com solucde salina apresentaram
exsndato em suas lesdes ao longoe dos primeiros cinco
dias de pos-operatoric. No entanto, no 6 dia de pas-
operatério, apenas 20% dos ammais do Grupe II
(tratado com dcido ascorbico) apresentaram este sinal
flogistice. E importante ressaltar que ndo fol observada
secregdo pumlenta em 100%: das feridas estudadas, ja
gue foram feridas limpas e realizadas cirurgicamente.

A ufilizagde dos polissacaridecs como
biomateriaiz € wvantajosa, pols Interferem
favoravelments na resposta imune, assim como no
processo cicatricial. Quando a atividade anfitumeoral
de polissacarideos (c-glucana de Ramaling celastid
nativa e sulfatada gumicamente) fol testada in vive
frente ag Sarcoma 180, observon-se gque ¢ esquema de
tratamento em doses fractonadas per 10 dias cansou
perda da aavidade biclégica, por desenvolvimento de
tolerdncia ao principio ative (STUELP-CAMPELO et
al., 2002), Por esta razdo, optou-se por utilizar uma tinica
aplicacio da emulsdo de POLICAJU. Deve-se ainda
ressaltar que o polizsacaridec acido obtido de
Fernomia ketschyana possw efeito estimulante dose-
dependente da fixacde do complemento em humanos,
além de possuir efeito mitogénico in vifre (NERGARD,
eral., 2004). KWEON, etal (2003} avahando o efeito da
tratamento com o complexo hidrossolivel quitosana/
heparina em feridas cutineas em ratos, observaram gue
ne 132 dia de pos-operatono, as feridas estavam
completamente cicatrizadas com aspecto similar a pele
normal. Entre oniros fatores, o efeito da quitosana pode
zer airibuido a estimmlacdo de citocinaz (JL-1, IL-G e
TIF-x) que auxiliam no processo de reparacio tecidual
(UENOQ, el al., 2001} Foi relatado também gue o
polissacarideo de Angelica sinensis possul efetto
cicamizante em ulceras gastricas experimentals e ratos
Sprague-Dawley, além de posswir efeito estimulants in
vitro de proliferacio de células epitelials gastricas (YE,
etal., 2003).

Alguns peolissacarideos, come & quifina e a
guitosana, vém endo utilizados com fins terapéuticos
em medicina vetennana, pols atuam como agents
cicatrizante. antimicrobianc e hemostatico. além de
possuir efeito analgésico (SENEL & MeCLURE, 2004).
Produtos obtides do cajueire (Anacardinm
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eccidentale) sio bastante populares na medicina
popular, sende amplaments empregade no fratamento
de doengas inflamatérias na Nigéna, causande reducio
da sintese de prostaglandinas (90%) na vesicula
semmal em bovimos (OLAJIDE et al., 2004},

Quante a evolugdo da area das lesdes
(Figura 1), no 12 dia de pos-operatorie, as feridas dos
animais dos Grupos I ITe [T apresentavam a drez média
de 220 £ 0 41cm®; 232 4+ 0. 56cm® e 2,45 £ 0.43cm®,
respectivamente. Entre o 22 e 3 dias de pos-operatirio,
foi observado aumento da area das lesdes dos animais
pertencentes a todos os grupos, possivelmente devido
g0 aparecimento de crosta e edema. A partir do 4= dia,
cbservou-se redugio gradativa das dreas das lesges.
No 6= dia de pos-operatério, a drea média das leses
dos animais dos Grupos L, IT e IT1 foi respectivamente;
2.1540.22em 2 07+0,57em® e 2,14 + 0, 48cm®.

CQuando os percentuats de contragio das
lesdes foram analisades, observa-se ndc haver
contragio nas feridas de Grupe I (solugdo salina) entre
o 12 dedias de pos-operatorio. Nesse grupo, 5 e § dias
apds arealizagio das lesdes, o percentual de contracio

fol, respectivamente, 2.20% e 15,10%. Nas lesdes
tratadas com dcido ascorbice (Grupo IT), até o 52 dia de
pos-operatorio, ndo ocomen confragio; apenas no ¢
dia de experimente foi evidenciada contragfo neste
grupo {7,15%). Quando as lesdes foram tratadas coma
emulsio de POLICATU, observou-se contracio nos 3¢
e 6= dias de experimento, apresentando percentuals de
3.41% e 15.56%, respectivamente.

Os resultados de drea da ferida & percentual
de contragiio obtidos neste experimento nio foram
estatisticamente significativos (teste de Tukey), em
relagdo ao tratamento utilizade nos grupos
experimentais, o que pode ser explicado pela contrago
da drea do tecido de granulagie, a qual ocorre, em parte,
devide aos miefibroblastos, reduzinde assim o tamanho
da drea lesada (STEVENS & LOWE, 1996). SCHIEATO
et al. (2002) ndo verificaram diferengas significativas
de area das feridas tratadas com a emuls#o contendo
diferentes concentracdes de POLICATU até o 72 dia de
pos-operatoric. Tal fendmeno € esperadoe, pois na fase
mnflamatoria do processo cicatricial ndo ocome redugio
significativa de drea e do percentual de contragio da

2_____

Area media dag lesdes (cm=)

—2— Gnpo |

—- Grypol|
i —a— Gnpolll

Figura 1 - Ares média das feridas experimentals sm cannmdonses dos grupes I (ramds com MaCly, I (ratado com acido ascarbico 75

mg.ml') e I (fratado com POLICATU 150mgzmli).
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lesdio, devido ac pequeno numero de mmofibroblastos
no local da ferida.

O aspecto lustopatolégico dasz feridas foi
semelhante em todos os grupes entre o 12e 3 dias. O
12 dia fo1 caracterizado pela presenca de infilirades
polimorfonucleares, ocomréncia de angiogénese, além
da existéncia de exsudato e da formacic de crosta,
ressaltando-se gue as crostas dos animais tratados com
a emulsdo de POLICATUT eram mais delgadas se
comparadas as crostas dos grupos controle {solugde
salina e dcido ascorbico) (Figuras 24 e 2B). No 2adia

de pos-operatorto (Figura 20, evidenciou-se a presenca
de tecido de granulagio vascular, presenca de infiltrado
de leucocitos polimorfonucleares, neovasenlarizagio
e crosta. Entre o 32 e ¢ 3 dias de pos-operatorio,
verificaram-ze amnda intmeros fibroblastos na derme e
prezenga de necvasculanizacio (Figura 2D).

As principais diferencas foram observadas
no 6= dia quanto is caracteristicas do tecide de
granulagdo. o gqual apresentzva wm padrdo vascular
nas feridas dos Grupos [ e I Nas feridas fratadas com
emilsio contende POLICATU (Grupo I} observou-se a

Fizura I — Aspectos histoparologicos das feridas em cammdongos, Tricrimico de Massor. A (10030, Grupo I (tratsdo com WaCl), 12
dis de pas-operaténio (PO): B (2030, Grupe II (mamde com POLICATY 150 memi'y, 12 dia de PO, © (10070, Grupo L 22
din de PO D (40030, Grupo I, 3¢ dia de (PO) E (4000, Grupo I {mamde com fcide sscorsicn 75 mzml™), 6 dis de PO &
F {1003}, Grupo I, & dia de PO. Percebe-se em A e B pressnga de peovascularizagdo, crosta e infiltrade de leucocitos
polimorfonnclearss. Em C, ha tecido de granulicio de padrio vascular e crosta espessa. Em D e E evidencia-ze tecido de
granulagio de padrio vascular, intomeros fibroblastos va derme e neovascularizagio. Em F, nots-se presenca de tacido de
gramilagio fbrovasoular, presengs de mabaculas de tacido conjunsive ocasionando iress de magdo no tecido. © - cTosta; gV —
tecido de granulagdo vascular; n - peovasculanzacio; gf - tecido de granulagio fibrovascular; i-infilirado de lencocitos

polimorfonucleares; —* - fibroblasto.
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existéncia de tecidoe de granmlacio Sbrovascular e presenga
de rabéculas de tecido conjunfive, ocasionands dreas
de tensdo no tecido (Figuras 2E e 2F)

PATVA (2003, utilizando emulsdes aplicadas
de forma topica, contendo diferentes concentragdes
de POLICAJU em lesbes experimentais sm
camundongos, para avaliar a progressde do processo
reparative {até o 124 dia). evidenciou sinais flogisacos
menos intensos nos grupos tratados comparados aos
controles. No 7¢ dia de pés-operatério, também
observou a presenga de tecido de granulagdo de padrdo
fibrovascular e intensa angicgénsse espectalmente no
grupo tatade com 2 emulsic contendo POLICAIU na
concentragie de 150 mzg.ml? Ne 122 dia de pos-
operatorio, fol observada a formacio de tecide de
granulagio fibrovascular & a presenca de tecido fibroso
com pobre organizagdo de fibras colagenas nos grupos
tratados com solucdo salina e acido ascorbico
{controles). Ja as feridas tratadas com & emulsdo
POLICATU 150mg ml". demonstraram, neste periodo,
tecido de granulagio com fibras colagenas bem
organizadas e total reepitelizaciio.

CONCLUSAOQ

Com base nos resultades obtidos. pode-se
concluir gue & emulzio contendo POLICAT 1 30mg ml*
favorece a resolugic do periodo inflamatorio,
considerando as caracteristicas de sinais flogisticos
menes mtensos e a presenca de tecide granulagdo
fibrovascular e fibras coldgenas, em relagio aos
grupos controle {tratados com NaCl e dcido ascorbico
Timgml').
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AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DO FILME POLIMERICO PRODUZIDO
COM O POLISSACARIDEO OBTIDO DA GOMA DO dnacardium occidentale L.
Flaviane Maria Floréncio Monteiro™, Flavie Oliveira Silva®; Gmha.ﬂa Viegas Schirato®; Gfrmana Michelle Silva®;
Joana Paula Firmuno de Ju'au]o Juciene Bezerra Rodrigues da Silva*: José Luiz de I .Jma Filho®; Maria das Crra;a';
Cameiro da Cunha®, Ana Maria dos Anjos Carneiro-Ledo”: Ana Liicia Figueiredo Porto®.

Introducio

A cicatrizacﬁ.o € um processo bioldgico dindmico de reparacio de lesdes que compreende as fases
inflamatorias, proliferativas e de maturacdo. Fatores locars (sangramente. tensdo de oxigémo), alem de fatores
extrinsecos (técnica cimirgica, anti-sépticos topicos e curativos) podem interferir neste processo. comprometenda
seu resultado final (ARATITO et al., 1998). Assim. a evolugdo do processo cicatricial envolve uma série de eventos
que, em conjunto, representam uma tentativa de manter a estrufura anatdmica e a funcio normal da regido
(COELHO, 2001) Feridas abertas, que cicatrizam por segunda infengio produzem um tecido cicatricial que permite
sua quantificacdo. Elas permitem o estudo do coligeno, glicosaminoglicanos, células inflamatorias e tecido de
granulagdo. Além disso, esses componentes podem ser avaliados quando se quer saber a influéncia de drogas de
acdo topica. Este tipo de ferida também permite o estudo de confragio da lesio (ARAUJTO et al, 1998), Simnais
flogisticos (edema, hiperemia, presenca de exsudato e formagdo de crosta) caracteristicos do processo cicatricial
podem ser avaliados clinicamente através de observacdes macroscopicas das lesdes. Objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito de curativos contendo filme com o polissacarideo proveniente da goma do Anacardium occidenials
L. (POLICATU) sobre o processo cicatricial de lesdes cutaneas em camundongos.

Material e Meétodos

O POLICAJU for obtide de acordo com o metodo de Millas ef al. (1991). As membranas foram preparadas
de acordo com a metodelogia descrita por Cameiro-da-Cunha et al. (1999}, modificada, em gue wma solugdo de
POLICATU 10% (p/v) foi preparada em acido acetico 0.7M. sob aglrat;ao constante durante 16 horas a 25°C, e sen
pH ajustado para 5.0 com solugdo de NaOH 3M. A sc-lw;ao foi entdo adicionada a fragmentos de celulose (lem®),
para a formacio do biofilme, sendo mantidos em estufa a 30°C ate secagem total Canmndongos Albinos suicos
femeas (p=15). com 12 a 13 semanas de wida, pesando 35.0 = 5.0g foram submetidos a resseccdo cimirgica de um
fragmento de pele de aproxumadamente 1.0 e da regido dorsal As feridas do grupo controle (C) foram cobertas
com curativos impregnados com Actdo acético 0.7M e nas lesdes do grupo Teste (T) foram aplicados curativos
contendo o filme POLICATIT 10% Estas lesdes foram analisadas diariamente durante o periodo pos-operatorio,
avaliando-se os aspectos clinicos, a area das lesdes e o percentuzl de confracio. As bordas das lesdes foram
medidas empregando-se régua nulimetrada (paquimetro) no Ty (a0 realizar a falha cutdnea). e nos dias 2. 7e 12 do
pos-operatorio. A contracio da lesdo for deternunada através do calculo da area da fenda, utilizando-se da equagao
matematica descrita por Prata et al. {1988). A=n E. r. O calculo do grau de contragio da ferida foi expresso em
percentual, assim como o indice de cicatrizagdo. utilizando-se as equagdes matematicas propostas por Ramsey et al.
{1995): 100 x (Wo — Wi)/Wo =M = DP, onde Wo = drea inicial da ferida; Wi = area da ferida no dia da bidpsia (22
78 e 122 dias)

Resultados e Discussio

A avaliacio clinica dos sinais flogisticos (edema, presenca de exsudato e formagio de crosta), durante o
periodo de 12 dias, do grupe conirole (Figura 1) e experimental (Figura 2) revelou a persisténcia de edemz no
grupo T até o 10° dia de avaliacdo. havendo uma diminvicio progressiva do edema do 72 ao 102 dia; no entanto,
no grupo C o edema persistin ate o 12° dia. Foi evidenciado o aparecimento de crosta no 2° dia em 100% dos
animais do gropo C e no 3° dia no grupo T, as quals comegaram a desprender a partir do §° dia de observagdo em
ambos o5 grupos, periodo no qual foi melhor wisualizado também o tecido de granulacio. Secrecdes
serossanguinolentas foram observadas ate o 7° dia de pos-operatorio. em ambos os grupos com valores percentuais
de 10.0 % no grupo C e 8.3% ne T, ndo sendo visualmente detectado indicio de contanunacio das lesdes com
agentes patogenocs no periodo cbservado. Paiva (2003) realizou avaliagio clinica de canmndongos tratados com
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emulsdes formmladas com o POLICATU nas concentracdes 73, 1530 e 214.3 mg/ml e dcido ascorbico. observando
sinais flogisticos mais infensos nos grupos controle e POLICATU 75mg/mil. Schirato (2003). testando a emulsdo de
POLICATU na concentracdio de 150 mg/ml., durante a fase inflamatoria. observou que os sinais flogisticos eram
menos intensos nos gropos tratados com excecdo do edema que foi menor no grupo confrole até o 3° dia de
observacdc. Esses resultados climcos comparados a aplicacdo topica de curatives contendo filme com POLICATU
10%. demonstram uwma mimmizacdo dos sinais flogisticos do processo cicatricial. A analise morfometrica das
feridas nos dias 0, 2, 7 e 12 do pos-operatério mostrou ndo haver diferencas nas area das feridas e nos percentuais
de contragio dos tratados em relacio zos controles (Figuras 3 e 4). no enfanto. foi possivel observar que houve a
mamrencio das area das feridas até o 7° dia, a partir do qual. observou-se uma grande dinunuicio dessas areas em
ambos os grupos. A analise desses dados, no 12° dia, revelou uma parcial reepitelizacio das feridas em ambos os
grupos. Resultados semelhante foram obtidos por Schirato (2003).
Conclusio

Os resuliados obfidos demensiram a possivel uiithizagdo climca do filme do POLICAJU no processo
cicatricial de lesdes cutineas.
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Introducio

A cicatrizacio € um processo biologico dindmico de reparacdo de lesdes que objetiva restaurar a
integridade anatdmica e funcional do tecido lesado. O organismo pode soffer injinas causadas por agentes fisicos,
QUIMICOS OUl POI OWI0s Organismos, como virus, bactérias. fungos e protozoarios, podendo interferir no processo
cicatricial (CALVIN, 1908) Na reabilitacio de lesdes podem ser utilizados biomateriais. que sio materizis
wmteratives apresentando afinidade apropriada com o tecido vizinhe sem indugio de uma resposta adversa do
hospedeiro. Os biomateriais sio objete de pesguisa cientifica pela disponibilidade na narureza e sua
biodegradabilidade. e muitos podem ser conformados para utilizagdo como dispesitivos dérmicos impregnados ou
ndo com principios atives com objettvo de repor tecides doentes, lesados ou ausentes congemitamente. ou ainda.
restaurar a funcdo tecidual (SPECTOR, 2001). O heteropolissacarideo proventente de Anacardium occidentale L.
(POLICAJL) vem sendo utilizado em diversas pesguisas e tem apresentado resuliados terapéuticos safisfatorios em
relagio ao processo cicatricial em camundongos (SCHIRATO. 2003; PAIVA. 2003). O objetivo deste trabalho for
avaliar a attvidade antimicrobiana in vifro das solugdes de POLICAIU e tripsina, solubilizadas em acido acetico,
utilizadas na preparacdo de curativos aplicados como agentes cicatrizantes de lesfes expenimentais em
camundongos.

Material e Métodos

A goma de 4 occidentale L. foi coletada na Praia de Tamandaré, litoral sul do Estado de Pernambuco. O
POLICATU foi obtido de acorde com o metodo de Mullas et al. (1991). As solugdes uvfilizadas foram
respectivamente: Cl {(Acido acético 0.7M): C2 (acido acético 0,70 tripsina lmg/ml), solucio padrio N
(Nitrofurazona 0.2%). T1 (POLICATU 10% /ac acético 0,7M); T2 (POLICATU 10%/tripsina Img/ml). A solugdo
de POLICAJU 10% (p/v} foi preparada em acido acético 0.7M. sob agitacdo constante durante 16 horas a 25°C. e
sen pH ajustado para 5.0 com solucio de NaOH 3M. As solucdes C2 e T2 foi adicionado 1mg/ml de tripsina
comercial {Sigma). mantendo-se a solugdo sob agitagdo constante por mats 1h. O metodo Grove e Randall (1993)
fol empregado para determinacdo da atividade antimicrobiana i vitro. Bactérias dos géneros Bacillus sp.,
FPseudomonas sp., Escherichia coli. Staphyiececcus aureys, e Sirepfococcus sp.. cresceram em caldo nuinente, em
um agitador orbital (150 rpm) i temperatura de 37°C por 24h. O indculo inicial de todos os microrganismos testes
fot padronizado de modo a iniciar com a leitura de DO, (600nm) igual a 0,3, o3 quais foram homogeneizados em
meio de cultura (Agar nutriente) e distribuido em placas de Petn {10ml). Apos solidificagdo, foram feitos pogos de
0.7 cm no meto de cultura com auxilio de uvm perfurador esterilizado onde foram colocados 20 ul das solugdes
Controle: C1 e C2; selugio padrio, e Testes: T1 e T2. As placas foram incubadas durante 24h em esmifa
microbiclogica a 37°C e, apos este periodo, a avaliacdo da atividade anfimicrobizna foi realizada através da
medigio do halo de inibicdo nos tempos de 24h, 48h e 720

Resultados e Discussio

As placas contendo as solugdes C2, T1 e T2 ndo apresentaram formacio de hale de mibigio. No entanto, as
placas contento a solugdo C1 apresenfaram wm discreto halo, com um didmetro de 1.0 cm A nmitrofurazona
apresentou atividade antinucrobiana frente as bactérias dos géneros £. coli (1,1%m) e Bacilius sp (1.97cm) apos 24
horas. Monteiro ef al. (2003) tambeém testaram emulsdes obiidas com o POLICAJU e acido ascorbico com
concentragdes finais de 75, 150 e 214.3 mg'ml de POLICATU. as quais ndo apresentaram afividade antimicrobiana
frente bactérias dos géneros Siaplnlococcus sp., Pseudomonas sp., Enierobacter, Escherichia coli, Bacillus sp. A
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avaliagio microbiolégica i vive, da enmlsio de POLICATU e Acido ascorbico. em dose Onica de 150mg‘ml. sobre
a evolucio da fase mflamatoria do processo cicatricial de lesdes cutineas em camundongos for realizada por
Schirato (2003). Neste estmudo foi evidenciada auséncia de microorganismos patdgenos. sendo isolado das lesdes
apenas bacterzas pertencentes a flora normal, observando-se menor contaminagdo das feridas tratadas em relagao
aos grupos condrole, os quats receberam solupdes de NaCl (150mM) e Acido Ascorbice (75 mg/ml). Fesultados
semelhantes foram obtidos por Monteiro (2003), em feridas de caprinos tratados com o POLICATU. Contudo, este
observou que nos anumais fratades com o POLICAJU formava-se uma pelicula sobre a fenida Este fato pode
explicar as diferencas nos resultados in vivo e in vifro frente A droga testada, uma vez que a pelicula de POLICATU
pode estar formando wma barreira fisica protetora dificultandoe a contaminacio das feridas com agentes patdgenos.
A arividade antimicrobiana da selucdo de 20mg/mi do extrato da casca do 4. occideniale foi testada por Akinpelu
{2001), o qual evidencion largo espectro de atividade antimicrobiana sobre as bactérias dos géneros Bacilius,
Clostridium, Corynebacterium, Klebsiella, Micrococcus, Profeus, Psendomona, Shigelln e Siaphylococcus. A
diferenca entre a atividade antimicrobiana do POLICATU e dos extratos da casca do Amacardium occideniale pode
estar relacionada a variedade do cajueire utilizado, a época da colheita da casca, ou ainda estar relacionada com a
parte da planta utilizada; este comportamento pode ser exphicado uma vez que o exirato € composto por diferentes
substincias quinucas. A atividade antimicrobiana dos acidos anacardicos do olec da casca da castanha de caju
(CNSL) Anacardium occidentale {Anacardiaceae) foi estudada por Lima et al. (2000), sobre os microrgamsmeos da
cavidade bucal Streptococcns muians ATCC 25175, Staphviococcus aurens ATCC 12598, Candida albicans
ATCC 10231 e Candida wrilis. Os acidos anacardices obtidos dos extratos etilicos do CNSL apresentaram atividade
antibacteriana confra os microrgamsmaes citados, porem a mator atividade mibitona ocorren sobre a bactéria Gram
positiva Srrgprococcus mutans, considerada predomunante na cane denfana. Segundo dados da lteratura estes
pesquisadores relatam que os acidos anacardicos apresentam potente atividade antibacteriana sobre bacterias Gram
positiva, principalmente Sfrepfococcus murons, maior do gue em bactérias Gram negativas. Este fator pode estar
relacionado aos acidos anacardicos poderem apresentar uma maior ou menor dificuldade em penetrar na membrana
das celulas dos diferentes mucrorganismos.

Conclusoes
Az solupdes de POLICATU e tripsina. solubilizadas em acido acético e ufilizadas no preparo de curativos
dérmicos. ndo apresentaram atividade antimicrobiana in vitre frente as bacténias dos géneros testados.
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Anexo 0¢

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA Invitro E In vivo
DO HETEROPOLISSACARIDEO OBTIDO DA
GOMA DO CAJUEIRO ( Anacardium occidentalg
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In vivo and in vitro antimicrobial activity of the heteropolysaccharide from cashew
(Anacardium occidental) gum

The antimicrobial activityin vivo tests was performed using a single dose of 15@ngJU-ascorbic acid,
immediately after surgery, in experimental surgisaunds (1 cf) produced in albino Swiss mice. The
control groups were: 150mM NacCl (B Group) and 79migascorbic acid (C Group). The evaluationirof
vivo activity was determined by the absence of pathiggmicrorganisms in swabs grown in blood agar and
levine agar. In order to evaluatevitro antimicrobial activity, was performed using wejjaa Miiller Hinton
plates (15ul) againstPseudomonasp.,Bacillus sp., Enterobactersp., Escherichiacoli and Staphylococcus
sp., isolated from cutaneous wounds of dogs. Firomivo PJU treated wounds, one could isolate only
commensal bacteria. From B and C groups, respégtivbere were isolated pathogenic bacteria
(Enterobactersp. andProteussp). However, no in vitro antimicrobial activityas detected. These results

suggest the use of P-JU emulsion develops a piateetfect against microbial infection is only dtee

physical barrier.

Introducao

O polissacarideo proveniente Aracardium
occidentaleL. (PJU) apresenta massa molecular
de 1,1 x 10 Da, uma cadeia principal formada
por unidades de D-Galunidas por ligacdes
glicosidicas B-(1-3), substituidos em O-6
(Menestrina et al., 1998).

O heteropolissacarideo proveniente de
Anacardium occidentalelL. (PJU) vem sendo
utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado
resultados terapéuticos satisfatorios,
potencializando, em estudos preliminares, o
processo de cicatrizacdo de lesBGes cutaneas em
camundongos (Schirato et al., 2002; Paiva, 2003),
apresentando atividade antitumoiralvitro frente
as células Hela (Stevan et al., 2000) e inibindo o
crescimento do Sarcoma 180 (Menestrina et al.,

1996).
Se as feridas ndo sdo adequadamente tratadas,
pode surgir infeccdo. Feridas infectadas

cicatrizam mais lentamente e a reepitelizacédo é
mais prolongada (Inngjerdinger et al., 2004). As
infeccdes secundarias de pele sao freqiientemente
causadas pela flora transitdria, composta
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principalmente porStaphylococcus aureusu
Streptococcus pyogenes (Streptococcus
pertencentes ao Grupo AB3-hemoliticos). O
rapido diagnoéstico e tratamento sdo essenciais
para prevenir 0 agravamento da leséo local ou em
circunstancias  extremas, surgimento  de
complicacdes sistémicas, como sepsis que poderia
acarretar a morte do paciente (Bikowski, 1999).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a
atividade antimicrobianan vivo e in vitro da
emulsdo contendo o0 polissacarideo
Anacardium occidentaléP-JU).

de

Experimental

O polissacarideo da goma do cajueiro isenta
de casca de arvore foi obtido de acordo com o
método de Millas, et al. (1991). A emulsao foi
preparada adicionando-se 3000 mg de PJU a
1500mg de acido ascorbico em 10 ml de agua
destilada estéril. Esta solugcdo permaneceu sob
agitacdo até solubilizar-se completamente, apds
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esta etapa, o pH foi aferido e ajustado para 5,0
com solucdo de NaOH 1IN. Com objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana vivo, foi
produzida uma ferida na regido dorsal toracica em
90 camundongosMus musculusalbinos suicos,
divididos em trés grupos iguais, segundo o
tratamento empregado: grupo B (NaCl 150 mM),
grupo C (&cido ascorbico) e grupo T (emulséo
contendo PJU). Foram aplicados 2d0de cada
solugdo uma Unica vez logo apoés a realizagdo das
lesBes.

A atividade antimicrobiana do PJU foi
determinada pela avaliagdo microbiolégica das
feridas cirGrgicas experimentais até ® da de
pos-operatério (P.O.) O material para avaliacédo
antimicrobianain vivo foi coletado através de
“swabs” esterilizados e semeado em placas de
Petri contendo agar sangue e agar Levine. As
placas foram incubadas em estufa microbiolégica
37°C durante 24 horas. A resposta da atividade
antimicrobiana foi obtida pela auséncia de
microrganismos patégenos nas lesBes
experimentais. Os isolados foram classificados
através dos aspectos morfolégicos das colbnias,
morfotintoriais ao Gram e provas bioquimicas. As
provas bioquimicas realizadas para
enterobactérias foram: Indol (TSI — Triplice Sugar
Iron e SIM - Indol Motilidade, kB), VM
(Vermelho Metila), VP (Vogues Proskaer),
citrato, uréia, lisina, lactose e manitol.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
in vitro, as bactéria®seudomonasp., Bacillus
sp., Enterobacter sp., Escherichia coli
Staphylococcusp., isoladas de feridas cutaneas
de cées cedidas gentiimente por Prof. Dr.
Leonildo Bento Galiza da Silva do Departamento
de Medicina Veterinaria da UFRPE. Uma alcada
destas bactérias foi transferida para um tubo de
ensaio estéril com 2 ml de caldo BHI (Brain Heart
Infusion). Apds este procedimento, 0s tubos
foram incubados em estufa microbioldgica a
37°C, durante 24h. Apos este tempo, as bactérias
foram transferidas do caldo BHI e foram
semeadas, através de “swabs” esterilizados, em
placas de Petri contendo agar Miller Hinton.
Foram feitos poc¢os de 0,7 cm no meio de cultura
com auxilio de um perfurador esterilizado e onde
foram colocados 15 pl da emulsdo 150 mg/ml de
PJU. Os controles utilizados nesta avaliacdo
foram os mesmos da avaliac#o vivo, com a
adicdo da solucao 0,2% (p/v) de nitrofurazona.

As placas foram incubadas em estufa
microbiolégica e a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi realizada através de leituras
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diarias da medida do halo de inibicdo durante
72h.

Resultados e Discussdes

A maioria dos microrganismos da pele séo
encontrados nas camadas mais superficiais da
epiderme e partes superiores dos foliculos pilosos.
Encontram-se  normalmente  nesses locais
micrococos $taphylococcus epidermidis e
Micrococcus spp.) € corinebactérias. Estes
microrganismos geralmente ndo sdo patogénicos e
sdo considerados comensais (Silva, 1999).

Foi observado que tratamento com a emulséo
contendo o PJU propiciou a formagdo de um
filme sobre o leito das lesGes que ocasionou um
efeito protetor contra a infeccdo microbiana
devido a esta barreira fisica. Neste grupo (Tabelas
1), foram isoladas apenas bactérias constituintes
da microbiota normal da pele. Ja nos grupos
controle (B e C), além destes microrganismos, as
bactérias patogénicd&oteussp. eEnterobacter
sp. foram isoladas (Tabela 2). Estes
microrganismos néao séo encontrados
normalmente na epiderme e a presenca destes
microrganismos indica contaminacéo das lesdes.

Os controles (NaCl 150 mM, solucdo 75
mg/ml de &cido ascorbico) e a emulsdo 150
mg/ml de P-JU ndo apresenram atividade
antimicrobiana in vitro. A solucdo de
Nitrofurazona 0,2% (p/v) apresentou atividade
antimicrobiana par&nterobactersp.,Escherichia
coli eBacillussp.

Segundo Spicer (2000) existe patogenicidade
oportunista, onde microrganismos invadem e
infectam o organismo quando as defesas estdo
enfraquecidas. De forma semelhante, uma ferida
cirirgica pode permitir a entrada da microbiota
cutanea do paciente nos tecidos mais profundos,
causando uma infeccdo da ferida cirargica.

Akinpelu (2001) em seus estudos verificando
a atividade antimicrobiana doAnacardium
occidentaleL. utilizando a solu¢do 20mg/ml do
extrato da casca d@é. occidentale verificou
significante atividade antimicrobiana sobre
bactérias dos género8acillus, Clostridium,
Corynebacterium,  Klebsiella, = Micrococcus,
Proteus, Pseudomona, Shigefi&taphylococcus
Semelhante aos nos nossos resultados, o autor ndo
verificou atividade antimicrobiana doA.
occidentalesobre e&Escherichia coli
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Tabela 1- Avaliacdo da atividade antimicrobiamavivo do
PJU (T) e grupos controle (B e C) apds isolamentoagar

sangue.
Dia de pds- Agar Sangue
operatorio Grupo B Grupo C Grupo T
1 IStaphylococct [Staphylococct [Staphylooccus
Sp sp sp
Corynebacteriur
SE
2 Sem Staphylococct [Staphylococct
crescimentc sp sp
Micrococcu: sp.
3 IStaphylococct [Staphylococct [Staphylococct
Sp SP sP
4 IStaphylococct [Staphylococct [Staphylococus
Sp Y sp
Bacillus sp. Micrococcu: sp.
Proteu: sp.
5 Staphylococct [Staphylococct [Staphylococct
Sp sP sP
6 Staphylococct [Staphylococct [Staphylococct
sp sp sp
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Tabela 2 - Avaliacdo da atividade antimicrobiaimavivo do
PJU (T) e grupos controle (B e C) apds isolamentoagar
Lenine.

Dia de[ Agar Levine M.. G. .Paiva, Dissertacdo de Mestrado,
pos- Grupo B Grupo C Grupo T pn|ver3|dade Federal de Pernambuco, 2003.
operatério M. Mlllag; R. A M. C. GrooEe; A. A. S. Curvello,
1 Sem Sem Sem Pplleletrolltos, US_P, Sao Calos, 1991. b) M.
. . . Rinaudo, Comunicac¢éo pessoal.
crescimento | crescimentg crescimento
2 Sem Sem Sem
crescimento | crescimentg crescimento
3 Enterobacter Sem Sem
sp. crescimento crescimento
4 Sem Sem Sem
crescimento | crescimentg crescimento
5 Sem Sem Sem
crescimento | crescimentg crescimento
6 Sem Sem Sem
crescimento | crescimentg crescimento
Conclusoes

A avaliacaoin vivo demonstrou atividade
antimicrobiana da emulsdo contento PJU, o que
néo foi observado nos ensaionsvitro.
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/ - EFAEITO DO TRATAMENTO DE FERIDAS
CUTANEAS EM CAMUNDONGOS TRATADAS
COM O PO DA RAIZ DE Jacaratia corumbens
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Hispathological analysis of cutaneous wounds in micedted withJacaratia corumbensisoot powder

With the objective to evaluate the influence of the topicshtment with theJacaratia corumbensisoot
powder (PJC) in the wound healing, surgical wounds (3 wrare produced aseptically in the dorsal tho
region in albino Swiss mice. Each wound was topically écalkaily along 11 days, as follows: 150 mM N
(C Group) an®mg PJC/ cm2 of lesion (T Group). Histopathological eatns of the injuries been carriet
2" 7" and 13 days of postoperative (PO). At%day PO, was observed in C and T Groups presel
polimorfonuclear infiltrate associated to neoangiogehisthis time, in T Group, conjunctive tissue '
observed. At 7 day PO, had a presence of fibrovascular and vascular cavgutissue in T and C Grouj
respectively. Finally, at 12day PO, the wounds showed re-epithelization. These resuggesta potentie

use of PJC to improve wound healing.

Introducao

A cicatrizacdo de feridas é um processo
dindmico que envolve fendmenos bioquimicos e
fisiologicos que evoluem de forma harmoniosa a
fim de garantr a restauracdo tissular
(Mandelbaum et al., 2003).

Apesar dos recentes avangos em tecnologia
farmacéutica, quimica sintética e biotecnologia
promoverem o desenvolvimento de drogas novas
e potentes, os produtos naturais, como plantas e
minerais, continuam sendo a maior fonte para a
obtencdo de medicamentos para os mais diversos
fins (Noormohamed et al. 1994).

@] mamaozinho-de-veado Jgcaratia
corumbensisé um arbusto que ocorre na regiao
semi-arida do Nordeste brasileiro (Aradjo &
Brito, 1998), sendo suas raizes utlizadas na
alimentacdo humana e animal.

Este trabalho teve como objetivo avaliar
histopatologicamente o efeito cicatrizante do p6
obtido de Jacaratia corumbensisem lesdes
cutaneas experimentais em camundongos.

Experimental
O po delJacaratiacorumbensidoi obtido a

partir da tibera que apés a lavagem em agua
corrente, foi descascada e finamente laminada
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para posterior secagem a temperatura ambiente e
trituracdo com gral e pistilo, obtendo-se assim, o
PJC. Foi produzida uma ferida na regido dorsal
toracica em 30 camundongo®iys musculuy
albinos suicos (fémeas, com 8 semanas de idade,
pesando 30,& 2,0g) divididos em dois grupos
iguais, segundo o tratamento empregado: Grupo
C (NaCl 150 mM), Grupo T (9mg de PJC por cm?
de lesdo). As feridas foram tratadas diariamente,
até o 12 dia de experimento, tendo inicio
imediatamente apés o procedimento cirdrgico. A
retirada dos fragmentos de pele foi realizada no
2°, 77 e 12 dias de pods-operatorio (PO) e os
mesmos foram submetidos ao processamento
histopatoldgico de rotina (Michalany, 1991). Para
realizacdo desta, 5 animais foram retirados de
cada grupo experimental e, posteriormente,
anestesiados com cloridrato de xilazina (dosagem
de 10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina (dosagem
de 115 mg/Kg) (Hall e Clarke, 2001). ApoOs a
realizacdo da biopsia, os animais, ainda
anestesiados, foram eutanasiados por
deslocamento cervical.

Resultados e Discussdes

Na avaliacao histopatolégica observou-se no
2° dia pbs-operatério a presenca de crosta,
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infiltrado polimorfonuclear e neoangiogénese em

No 12 dia, as andlises histopatoldgicas

ambos os grupos. Além desses achados, as lesdes revelaram, no Grupo Controle, a presenca de

do Grupo T apresentaram presenca de tecido
conjuntivo neoformado e inicio de producdo de
colageno (Figura 01).

Figura 01 — Aspectos histopatolégicos do processo cicalricia
no 2 dia de evolugdo. Tricromico de Masson (100X). A,
Grupo C (NaCl 150mM); B, Grupo T (PJC). n -

neovascularizagéo; ¢ — crosta; i — infiltrado palifanuclear;

tn — tecido conjuntivo neoformado.

No 7 dia, no Grupo Controle verificou-se a
presenca de infiltrado polimorfonuclear,
neovascularizagdo, neoformacdo de matriz
extracelular e tecido de granulacdo de padréo
vascular, e ainda, reepitelizacdo das margens da
lesdo. No Grupo Teste havia, além da
reepitelizagdo das bordas da ferida, tecido de
granulacdo de padrdo fibrovascular e deposicédo
de matriz extracelular em torno dos vasos (Figura
02).

Figura 02 — Aspectos histopatolégicos do processo cicalricia
no 7 dia de evolugdo. Tricromico de Masson (100X). A,
Grupo C (NaCl 150 mM); B, Grupo T (PJC). n -
neovascularizagdo; ¢ — crosta; gv — tecido de dmaéa
vascular; gf — tecido de granulacédo fibrovasculas; -
neoformacé&o de matriz extracelular.
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crosta, tecido de granulacdo de padrdo fibroso,
presenca de colageno ndo organizado e grande
quantidade de fibroblastos. No Grupo Teste,

constatou-se a presenca de fibras colagenas mais
organizadas e reepitelizacdo de grande area da
leséo (Figura 03).

Andrade (2003), utilizando topicamente
pomada contendo extrato da raiz dé&
corumbensisem feridas cutdneas em cabras,
verificou no ? dia de evolugdo pés-cirdrgica, a
presenca de crosta em ambos 0s grupos, infiltrado
polimorfonuclear mais evidente no Grupo
Controle, tecido de granulacdo e fibras colagenas
mais modeladas no Grupo Controle.

Figura 03: Aspectos histopatolégicos do processo cicatricial
no 12 dia de evolugéo. Tricromico de Masson (100X). A,
Grupo C (NaCl 150mM); B, Grupo T (PJC). ¢ — crogp;,—
epitélio; tf — tecido de granulagéo fibroso; d +nde; s —
glandula sebéacea; fp — foliculo piloso; q — ext@imeo, % -
fibras colagenas.

Conclusbes

Diante dos resultados obtidos, foi possivel
concluir que uso tépico do extrato em pé da raiz
de Jacaratia corumbensiscontribuiu no o
processo cicatricial das feridas.
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Introducio

As lesdes de pele por frawma ou cimirgia
provocam uma série de efeitos fisiologicos
urerdependentes que resultam na  reparacio
tecidual, em graus variados. Na reabilitacdo de
lesdes podenrse utilizar biomateniais, entendidos
como materials inferativos capazes de estabelecer
uma afimdade apropriada com o tecido vizinhe
sem inducdo de uma resposta adversa do
hospedeiro (HUBBEL, 1993).

Drversas plantas sdo utilizadas na prevengio e
tratamento de doengas de animais e algumas, por
serem dotadas de agdo cicatnizante, sio usadas no
tratamento de fendas (ANDRADE, 2003). O
mamdozinho-de-veado (Jacaratia corumbensis) é
um arbusto que ocome na regifo semi-drida do
Mordeste brasileiro RAR:'LUJD & BRITO, 1998),
sendo  suas raizes utilizadas na  alimentagdo
Immanz e ammal O vse de membranas contendo
principios ativos favorecem a cicatrizagdo. pois
liberam o prnocipio ative gue favorece a
cicatrizacio e desempenham vima fimgio protetora
da lesdo estabelecendo uma barreira mecimca.

Objetivou-se com este frabalho avaliar os
aspectos climcos e adrea média das  lesdes
cimirgicas expenmentais tratadas com membranas
de latex natural impregnadas com a fragdo
alcoolica de J cormbensis.

Material e Métodos

As membranas de latex natural da seringueira
Hevea Dbrasiliensis iumpregnadas pela fracdo
alcodlica do extrato da raiz de J corumbensis
(Latex-T) foram preparadas pelo Prof Dr
Eduardo Joseé Armuda do Deparfamento de
Farmacia da Universidade Catolica Dom Bosco -
Campo Grande - MS.

Foram realizadas duas lesdes cimirgicas
circulares (085 cm didmetro) na regiie dorsal
toracica em 15 ratos (Rartus novergicus Wistar,
femeas, 90 dias de idade, 200-230g). A lesio
cranial foi tratada diariamente utilizando 50l de
NaCl 150mM (Lesdo C) e a lesdo caundal foi
submefida ao tratamento com a membrana Latex-J
(Lesio T).

Apés o procedimento cimirgico experimental,
as lesdes foram avaliadas clincamente durante 14
dias. Os pardmetros observados foramr presenga
de hiperemua, edema, exsudacio e formacio de
crosta. As lesdes foram mensuradas diariamente
com auxilio de um paguimetro e suas dreas foram
calculadas wtilizando-se a equacdo formmlada por
Prata et al (1988).

Nos tempos 2, 7 e 14 dias, cinco animais
foram retirados do experimento para realizagio de
bidpsia. Os animais foram anestesiados, por via
intrammscular, com a associacdo de cloridrato de
cetamina 10% e cloridrato de xtlazina 2%, com as
respectivas dosagens: 90mgkgz e 10mgkg
(FLECENELL, 1987). Apos a reftirada do
fragmento de pele, os animais foram eutanasiados
pela aplicacdo infrapenitomial de superdosagem de
Tiopental Sodico.

Os  fragmentos de pele coletados foram
submetidos ao processamento histopatoldgico de
rotina (MICHATANY, 1991) e corados pela
Hematoxilina Eosina e, altermativamente, pelo
Tricromico de Masson.

Resultados e Discussao

Os animais foram avaliados dianamente até o
14 dia de poés-operatério (P.O.). Durante 2
avaliacdo climica, observou-se que as Lesdes T
mantiveram-se  Gnmuidas  durante a2 fase
inflamatoria, comparadas 3 lesdes confrole,
retardando assim o surmmento de crosta (sinal
este observado a partir do 3% dia de avaliagio),
enguanto as Lesdes C apresentaram este sinal a
partir do 12 dia.

A hiperenda € mais uwm dos  sinais
inflamatorios caracterizado pelo aumento do
volume sangiineo na drea lesionada (ROBBINS,
2000).  As  lesdes tratadas com LatexJ
apresentaram menor fregiiéncia de hiperemia, em
especial no 3 dia (2727% e 63.63% para as
lesdes T e C, respectivamerte).

Essas observagbes estio de acordo com as
descritas por Aceto (2002), que tratou feridas
cutineas de ammais com membranas anmuoticas.
O gupo tratado com a membrana anuuética
demonstrou menos intenso (leve a moderado),
enguanto o seu confrole, tratado com curativo nio



aderente, revelon a caracteristica mais imensa
(leve a intensa). J3 Oliveira et al. (2003), que
utilizow a membrana de litex no tratamento de
perfuracdes  fumpdnicas, observaram — uma
exuberante luperemia na membrana tmpamca
remanescente como tambeém no enxerto.

Apds o procedimento cimirgico, as lesdes
foram mensuradas obtendo-se a area média das
lesdes Ce T (295 e 2,75 enr, respectivamente).
Ocorre uma maior diminuicdo da drea nas lesdes
T guando comparadas as Lesdes C, durante os
sete prumeiros dias de avahacdo, caracterizados
pela fase inflamatoria. Nos dias seguntes de
evolugdo, as Lesdes C e T apresentaram uwm
comportamento semelhante. Uma explicacdo para
tal fendmeno, deve-se possivelmente ao
desprendimento da crosta juntamente com a
membrana Latex-J, partir do 7% dia de P.O.
(Figura 01).

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
Tempa [disa)

Figura 01- Area média das lesdes Tratadas e
Controle.

Durante a  avaliagio  lustopatologica,
observou-se ao 14° dia de P. O. que as lesdes
confrole sugerem vm padrio de grande quantidade
de  fibroblastos, wvasos, coligeno  ainda
desorganizade, ainda apresentando crosta e com
tecido de granulacio de padrio fibrovascular. Nas
lesdes tratadas com Latex-J no mesmo periodo.
foi observada a presenga de poucos vasos,
reepitelizagdo, além de colageno bem organizado
e de tecido de gramilacdo com padrio fibroso.

Conclusio

O comunto de resultados obtidos (dimimucio
da drea da ferida, retardamento da formacio de
crosta e as demmis avaliagdes) sugere que a
membrana de Latex-] € wm biomaterial com
potencial uso como substituinte temporario de

pele.
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Introducio

A pele ¢ uma barreira efetiva contra a matorna
dos microorganismos e, devido a isso, €
freqiientemente denominada como "primeira linha
de defesa". Embora corfes, abrasdes e
queimaduras permitam a penetracdo de mucrdbios
nesta camada, normalmente ela € impermeavel a
microorganismos. A pele varia amplamente a sua
estrutura e fungio, dependendo da localizacio do
corpo. Estas diferencas deferminam os tipos & o
mimero de Microorganismos ue OCOorTem em
cada remdo da pele (PELCZAR Jr. 1997).

A malona das bactérias da pele reside na
superficie do extrato corneo e na parte superior
dos foliculos pilosos.  Algumas, entretanto,
residem mais profundamente, pois #€m a fungio
de recolonizar a pele quando as bactérias mmis
superfictats 3o removidas, como por exemplo,
apds uma lavagem cuidadosa (TRABULSI et al .
1900,

Predominam na pele as bactérias dos géneros
Staphylococcus, Corynebacterium e
Prapioniobacteriion. Menos freglientemente e em
menor guantidade sdo encontrados Sirepfococcns
e outras bactérias (TRABULST et al |, 1990)

Se as feridas nfo s3o adequadamente tratadas,
pode swrgr  infeccio. Ferdas infectadas
cicafrizam mais lenfamente e a reepitelizacdo ¢
mais  prolongada (INNGIERDINGER et al,
2004). As infeccdes secundirias de pele sdo
freqiientemente causadas pela flora transitoria,
composta  principalmente por  Stapiviococcus
aurens ol Sireprococcus pyvogenes (Sireptococcus
pertencentes ao Gmpe A, p-hemolificos). O
rapido diagnostico e tratamento sdo essenciais
para prevenir o agravamento da lesdo local ou, em
circunstancias  exfremas, o surgmento  de
complicacdes sistémicas, como sepsis que poderia
acarretar a morte do paciente (BIKOWSEKIL
1900,

Material e Métodos

As membranas de latex natural da seringueira
Hevea brasiliensis impregnadas pela fracdo
alcoolica do extrato da iz de Jocarafia
corumbensis (Latex-]) foram preparadas pelo

Proft Dr. Eduardo José Arruda do Departamento
de Farmicia da Universidade Catdlica Dom
Bosco - Campo Grande - MS.

Os ammzis foram anestesiados, por wia
infrapmiscular, com a associacdo de cloridmato de
cetaming 10% e clondrato de xilazina 2%, com as
respectivas  dosagens: 90mgkz e 10mgkg
(FLECENELL, 1987, subsequentimente
realizadas duas lesdes cimirgicas circulares (0,85
cm didmefro) na regide dorsal toracica em 15
ratos (Ratius novergicus Wistar, fémeas, 20 dias
de idade, 200-230g). A lesdo cramal fou tratada
diariamente utilizando 50ul de NaCl 150mM
(Lesdo C) e a lesdo caudal foi submetida ao
tratamento com a membrana Latex-T (Lesdo T).

A avaliagde mnucrobiologica das  fendas
cimirgicas experumentais foi realizada nos tempos
Oh, 48h, 7 e 14 dias de pos-operatorio anfes da
realizacio de bidpsia, posterionmente entanasiados
por aplicacdo infraperitomal superdosagem de
Tiopental Sodico. O matenal para  exame
microbiologico foi coletado através de “swabs™
esterilizados e semeado em placas de Petn
contendo dgar sangue e agar Levine As placas
foram incubadas em estufa microbiolégica
durante 24 horas e, apos este periodo, as bactérias
foram classificadas afraveés dos  aspectos
morfoldgicos das colondas e morfotintoriais ao
Gram.

Resultados e Discussiao

A analise nucrobiologica das lesdes Te C
permifiu o isolamento apenas de colénias
bacterianas pertencentes 2 microbiota normal da
pele (Stapylococcus  sp). As  lesdes C
apresentaram uma freqiiéncia relativa de 80%,
60% e 50%, no 2%, 7% e 14* dia de pos-operatorio
(P.O),  respectivamente. Entretanto, as
freqiiéncias observadas para as Lesdes T, foram
de 60% . 40% e 20% para 0 2% T e 14° dia de
P.O., respectivamente. E possivel que os
resultados obtidos sejam explicados pelo efeito
fisico do Latex-J, dificultando a colomzacdo de
nrcrocrgamsmos i vive (Figura 01).

Segundo  Spicer  (2000) existe a
patogenicidade oporfumsta, onde microrgamsmos
mrvadem e infectam o orgamismo quando as
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Individuos (%%}
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defesas  estio  enfraguecidas. De  fornm
semelhante, uma ferida cimirgica pode pernutic a
entrada da microbiota cutinea do pacients nos
tecidos mais profundes, cansando uma infeccdo
da fenda cimirgica.

0 resultado qualifative obfido pelo
zolamento  bacteriano realizado mno  presents
estudo. ainda € insulficiente para avaliar sua
wfluéncia sobre o processo cicatricial. Segundo
Swyer & Pruett (1994} e Ehrlichman et al. (1991)
esta avaliacio s0 podera ser realizada se
quantificarmos o numero de bactéras por grama
de tecido, que de acordo com Wisemam et al
(1092) é de mais de 10° bactérias por grama de
tecido para designar se houve ow ndo uma
nfeccio estabelecida.
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Figurall- Freqiiéncia relativa de

mucroorgamsmos presentes em fendas cutaneas
tratadas com Latex-J e NaCl 150mM

Conclusio

O efeito anfimicrobiano da membrana Latex-T
pode ser atribuido pela barreira fisica causada por
esta, dificultando, desta forma. a colomzacio de
MICTo0rganismos na lesio experimental.
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