UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS

ANALISE DO PERFIL DAS PROTEINASES ENVOLVIDAS NO
PROCESSO DE CICATRIZACAO DE LESOES CUTANEAS
EXPERIMENTAIS UTILIZANDO O POLISSACARIDEO DA GOMA
DO CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.)

PRISCILA DAS NEVES SANTOS

RECIFE
2009



PRISCILA DAS NEVES SANTOS

ANALISE DO PERFIL DAS PROTEINASES ENVOLVIDAS NO
PROCESSO DE CICATRIZACAO DE LESOES CUTANEAS
EXPERIMENTAIS UTILIZANDO O POLISSACARIDEO DA GOMA
DO CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.).

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias
Bioloégicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos requisitos
para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias  Biologicas, na drea de
concentragdo Biotecnologia.

ORIENTADORA:
Prof* Dr* Ana Lucia Figueiredo Porto.

RECIFE
Fevereiro de 2009



Santos, Priscila das Neves
Anélise do perfil das proteinases envolvidas no processo de

cicatrizacdo de lesBes cuténeas experimentais utilizando o polissacarideo
da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) / Priscila das Neves

Santos. — Recife: O Autor, 2009.
52 folhas : fig.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCB. P6s-Graduacdao em Ciéncias Biolégicas,

2009.
Inclui bibliografia e anexos.

1. Proteinas 2. Ferimentos e lesfes 3. Cicatrizacao de feridas
4. Biotecnologia I. Titulo.

572.6 CDD (22.ed.) UFPE/ CCB — 2010- 078




PRISCILA DAS NEVES SANTOS

ANALISE DO PERFIL DAS PROTEINASES ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE CICATRIZACAO
DE LESOES CUTANEAS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO O POLISSACARIDEO DA GOMA DO
CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.).

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como parte dos requisitos
para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias  Biologicas, na 4area de
concentragdo Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

i\
Mo sl
Mﬂﬁx W»—u& 4

,Prof® Dfa Ana Lu aﬁ:\guelredo Porto

J
Prof Dr I\Aéng/Rlbé/é de Melo-Janior
/5—/“* *vf’\ L TR & -

Prof® Dr2 Keila Aparecida Moreira



Agradecimentos

A Deus, por minha saude, familia e amigos.
A Dr* Suely Galdino, coordenadora do Programa de Poés-graduagio em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco, e a Adenilda Eugénia, secretdria, pela dedicacao e

competéncia.

A diregdo do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, na pessoa do Dr. José Luiz de Lima

Filho.

A minha orientadora, Dr* Ana Lucia Figueiredo Porto, pela oportunidade e disponibilidade.

A CAPES, pelo apoio financeiro.

Ao amigo Flavio Oliveira Silva, pela paciéncia e dedicagdio em me transmitir todos os
conhecimentos, tedricos e praticos, sem os quais este trabalho jamais se concretizaria; € por seu

eterno bom-humor, que torna a ciéncia prazerosa e divertida.

A amiga Giuliana Viegas Schirato, cuja amizade e contribui¢do cientifica foram essenciais para a

realizagdo deste trabalho.

Aos funcionarios do Biotério do LIKA, Maria Helena Madruga e Luiz Felipe Viegas, pela produgao

e colaboracdo na utilizagdo dos animais de laboratorio.
A amiga Viviane do Carmo Carvalho, pela ajuda nas mais diversas formas.
A amiga Mariana Arruda, pela simpatia e solicitude.

Aos amigos e colegas de turma, Karla Barbosa, Mariana Donato ¢ Wagner Oliveira, pelo apoio e

amizade.



Resumo

O reparo de lesdes ¢ um processo dindmico, que envolve uma resposta coordenada de muitos tipos
celulares e ¢ fundamentalmente similar entre tipos teciduais. A cicatrizagdo pode ser dividida em 3
fases: inflamagao, fibroplasia e remodelacao da matriz extracelular (MEC). A migragao de células e
a remodelacdo dos tecidos durante a cicatrizacdo de feridas requerem o controle de degradacdo da
MEC e a ativagdo e liberagdo de fatores de crescimento. As metaloproteinases da matriz (MMPs)
sdo uma familia de endopeptidases e apresentam importante papel na remodelag¢ao proteolitica da
MEC, em varias situagdes patologicas e fisiologicas, incluindo o reparo de lesdes cutaneas. O
objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de proteases envolvidas no processo de cicatrizacdao
de lesdes cutaneas tratadas com o polissacarideo de Anacardium occidentale L. (POLICAJU)
durante as fases inflamatoria, de fibroplasia ¢ de remodelagdo em camundongos (Mus musculus)
Swiss. Os animais (n=90) foram organizados de acordo com o tratamento empregado: Grupo I
(NaCl 150mM), Grupo II (4cido ascorbico 75 mg/ml) e Grupo III (emulsdo contendo POLICAJU
150 mg/ml preparado em acido ascérbico 75 mg/ml). As lesdes cutidneas foram realizadas
assepticamente na regido toracica dorsal e cada ferida foi tratada em dose unica (200ul)
imediatamente apos a cirurgia. Através do ensaio com azocolageno, verificamos que no 2° dia de
p6s- operatdrio (P.O.), o grupo tratado com acido ascorbico foi o que apresentou a maior atividade
proteolitica, e tanto no 7° quanto no 12° dias de P.O., as maiores atividades foram observadas nos
grupos tratados com o POLICAJU. O perfil das proteinas nos homogenatos, obtidos a partir das
lesdes cutaneas, realizado através de eletroforese SDS-PAGE demonstrou, em todos os grupos
estudados, a presenca de proteinas com peso molecular de 53, 76, 170, 220 kDa, e proteinas com
aproximadamente 84, 106, 116 e 151 kDa. No zimograma, observamos que todos os grupos
estudados apresentaram enzimas que degradam a gelatina com peso molecular de aproximadamente
84, 106 e 116 kDa. No nosso trabalho, observamos que a cicatrizagdo ¢ favorecida pela relacao
entre POLICAJU e MMPs principalmente na fase de remodelagdo da cicatrizagdao. Além disso, a

proteina de peso molecular de 116 kDa observada no zimograma ¢ a pr6-MMP-9.

Palavras-chave: cicatrizagdo, metaloproteinases, Anacardium occidentale L., goma do cajueiro.



Abstract

Wound healing is a dynamic process, which involves a coordinated response from many different
cell types and is fundamentally similar among tissue types. Wound healing can be divided into 3
fases: inflammatory, fibroplasy and extracellular matrix (ECM) remodelling. Cell migration and
tissue remodelling during healing require ECM degradation control and activation and releasing of
growth factors. Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of endopeptidases and play an
important role at ECM proteolytic remodelling, in many pathological and phisyological situations,
including skin wound healing. The objective of this work was to determine the proteases profile
involved in skin wound healing treated with Anacardium occidentale L. polysaccharide
(POLICAJU) during inflammatory, fibroplasy and remodelling phases in Swiss mice (Mus
musculus). Animals (n=90) were organized according to the employed treatment: Group I (NaCl
150mM), Group II (ascorbic acid 75 mg/ml) and Group III (emulsion containing POLICAJU 150
mg/ml prepared in ascorbic acid 75 mg/ml). Skin lesions were made asseptically at dorsal toracic
region and each lesion was single dosis treated (200ul) immediately after surgery. Through azocoll
assay, we observed that at 2° after surgery day, acid ascorbic treated group presented the highest
proteolytic activity, and both 7° and 12° after surgery day, highest activities were shown at
POLICAJU treated groups. Proteins profile checked through SDS-PAGE electrophoresis presented
53,76, 170, 220 kDa proteins molecular weight, and other approximately 84, 106, 116 and 151 kDa
molecular weight proteins in all groups. Zimography showed that all groups presented
approximately 84, 106 and 116 kDa molecular weight enzymes which degrade gelatin. We observed
in our work that wound healing is favoured for the relation between POLICAJU and MMPs
especially at remodelling phase. Besides, the 116 kDa protein seen at zimography is pro-MMP-9.

Key words: wound healing, metalloproteinases, Anacardium occidentale L., cashew gum.
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Figura 3: Zimograma das proteinas dos homogenatos provenientes das amostras obtidas a partir das
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MMPs — Metaloproteinases da matriz
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PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas
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PMNs — Células polimorfonucleares

TGF-p — Fator de crescimento transformante beta

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa
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. VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

. bFGF — Fator de crescimento de fibroblastos basico

. MT-MMPs — Metaloproteinases da matriz tipo membrana

. TIMPs — Inibidores teciduais de metaloproteinases

. HGF — Fator de crescimento de hepatdcito

. IL-1 — Interleucina-1

. FROP-3 — Oligo e polissacarideo rico em fucose 3

. SIP-SII — Polissacarideo sulfatado isolado de Sepiella maindroni
. CSA — Condoitrina sulfato A
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1. INTRODUCAO

Metaloproteinases da matriz (MMPs) compreendem um grupo de enzimas
estruturalmente relacionadas, que sdo coletivamente capazes de clivar praticamente
todos os tipos de moléculas da matriz extracelular (MEC) e varios outros substratos
(incluindo outras proteinases, fatores de crecimento e citocinas, das quais as MMPs
frequentemente funcionam como ativadoras). Baseadas em sua especificidade de
substratos e similaridade estrutural, as MMPs podem ser divididas em sub-grupos
distintos: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilizinas, MMPs tipo membrana e
outras MMPs (TORISEVA & KAHARI, 2009).

MMPs sdao um componente necessario no processo de recuperacao de lesoes, e,
como tal, possuem um papel importante na migracao celular e na modificacdo da MEC.
Entretanto, se a regulacdo destas moléculas é rompida, elas podem ser produzidas em
quantidades excessivas ¢ podem levar a degradacdo da MEC, prevenindo migragao
celular, e, em ultimo caso, podem levar a destruigdo tecidual (TRENGOVE et al.,
1999).

MMPs podem ativar mediadores (como citocinas € quimiocinas), clivando-os da
superficie celular ou processando-os para aumentar sua atividade, ou degrada-los,
inibindo sinais inflamatoérios. MMPs também sdo capazes de clivar componentes das
jungdes célula-célula e de contatos célula-matriz dentro do epitélio para promover a re-
epitelizacdo. Além disso, as MMPs estdo envolvidas na remodelacdo da cicatriz
diretamente (pela degradagdo proteolitica de proteinas como o colageno) ou
indiretamente (através de sua habilidade para afetar o comportamento celular). Assim,
MMPs sdo reguladores chave de multiplos aspectos do reparo tecidual e estudos destas
enzimas e de sua interacdo com seus substratos ndo apenas aumentardo nosso
conhecimento sobre o reparo de lesdes, como também fornecerao dados para possiveis
terapias (GILL & PARKS, 2008).

O polissacarideo obtido a partir da goma do Anacardium occidentale L.
(cajueiro), abundante na regido Nordeste do Brasil, tem sido relatado como um
potencial agente anti-tumoral, anti-parasitico e cicatrizante. O facil acesso a este
polissacarideo de baixo custo, ndo téxico, hidrofilico, biocompativel e biodegradavel,
que apresenta interessante atividade bioldgica e boas propriedades reoldgicas sdo

fatores que tornam viavel sua utilizacdo pratica (MONTEIRO et al., 2007). Ja foi
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observado, por Schirato et al. (2006) ¢ Paiva (2003) que a utilizacdo deste
polissacarideo favorece a cicatrizagao.

Objetivou-se com este trabalho determinar o perfil de proteinases produzidas em
resposta ao tratamento topico, em dose unica, com a emulsdo contendo o polissacarideo
da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.), POLICAJU, na evolu¢do do

processo cicatricial cutdneo em camundongos.
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2. JUSTIFICATIVA

A busca por agentes que promovam o processo cicatricial ¢ fundamental para
que os pacientes tenham menor tempo de recuperagdo com o minimo de desconforto
possivel. A utilizacdo de plantas como base para novos agentes terapéuticos se faz
importante pela grande biodiversidade existente em nossa flora e pela necessidade em
se descobrirem novos firmacos, a0 mesmo tempo em que se busca reduzir os custos
com a obtencdo de novas substancias. O polissacarideo extraido da goma do cajueiro
tem demonstrado diversos efeitos bioldgicos, dentre estes, efeito cicatrizante, atraindo o
interesse para caracterizacdo das metaloproteinases da matriz envolvidas no processo de
reparo de lesdes cutaneas tratadas com este polissacarideo. Além disso, o Anacardium
occidentale L. é um recurso natural que pode ser explorado sem agressdes ambientais,

visto ser uma arvore nativa da regido Nordeste onde ¢ amplamente cultivada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Determinar o perfil de proteinases produzidas em resposta ao tratamento topico

em dose unica com a emulsdo contendo o polissacarideo da goma do cajueiro
(Anacardium occidentale L.), POLICAJU, na evolugdo do processo cicatricial cutaneo

em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos
e Tratar topicamente, em dose Unica, com a emulsdo contendo POLICAJU as

lesdes cirtrgicas experimentais nos camundongos; e
e Identificar e analisar o perfil eletroforético e a atividade das proteinases
envolvidas no processo de reparo de lesdes cutidneas, em resposta ao

POLICAIJU, durante as fases inflamatoria, proliferativa e de remodelagdo.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Cicatrizacdo em lesGes cutaneas

A pele € o maior e um dos mais complexos 6rgaos do organismo, constituindo-
se numa adequada superficie de contato com o meio ambiente. Representando a
principal barreira protetora do corpo, desempenhando funciao de defesa contra agentes
externos e nocivos. Protege o organismo contra a desidratacdo, tem fun¢do sensorial, de
armazenamento de lipideos, carboidratos e proteinas, na termo-regulacdo corporal, e na
formagédo da vitamina D (DE NARDI et al., 2004).

A principal funcdo da pele € servir como uma barreira protetora entre o
organismo animal e o meio ambiente. A diminui¢do da integridade de grandes porcdes
da pele, como resultado de lesdes, pode levar desde a perda da fungdo até a morte
(SINGER & CLARK, 1999).

A pele esta sujeita a varios tipos de feridas ou interrupcdes da sua integridade
anatomica. Dois processos estdo envolvidos na cicatrizacdo da maioria das feridas:
reparo e regeneracdo. A regeneracdo ¢ a substituicdo do tecido lesado por um tecido
semelhante aquele perdido na lesdo. Nos mamiferos, a regeneragdo s ocorre em tecidos
com grande potencial mitdtico, como o epitélio, o figado e os o0ssos. Ja o reparo ¢ o
processo pelo qual os defeitos teciduais sdo substituidos por uma cicatriz nao funcional.
Esse processo ¢ caracterizado por uma cascata de eventos celulares e humorais, visando
o reparo tecidual e a reposi¢do de coldgeno (PEREIRA & ARIAS, 2002).

O processo de reparo ocorre com o objetivo de restaurar a integridade anatémica
e funcional do tecido durante a resposta inflamatoria. Para que um ferimento seja
curado com éxito, os eventos devem suceder-se em uma sequéncia apropriada, e o
resultado final é geralmente uma cicatriz de tecido conjuntivo, representando o
somatorio dessas etapas (CARVALHO, 2002).

A cicatrizagdo ¢ um processo complexo caracterizado por reepitelizagdo,
formacgao do tecido de granulacdo e remodelacdo da matriz extracelular (WERNER &
GROSE, 2003) que apresenta trés fases: inflamatéria, de fibroplasia e de remodelagado
(STADELMAN et al., 1998), com elementos celulares e extracelulares, citocinas e
fatores de crescimento, que atuam como sinalizadores supressores e promotores do

processo cicatricial (KARUKONDA et al., 2000). Nenhuma destas etapas corresponde
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a um periodo de tempo precisamente definido, e existe certo grau de sobreposi¢do em

todas as etapas (BAUM & ARPEY, 2005; LI et al., 2007).

4.1.1 Fase inflamatoéria

Inflamagdo ¢ a resposta vascular e celular dos tecidos vivos a agressdo; o
processo inflamatério manifesta-se geralmente por vermelhiddao (hiperemia), calor,
tumefacdo (edema) e dor, podendo ocasionar a perda de fun¢do. A principal resposta a
agressdao ¢ o acumulo de liquidos e células (exsudato) vindos do sangue para o tecido
lesado em um processo ativo. O exsudato ¢ o meio pelo qual se reconhece o processo
inflamatério nos tecidos, sendo um processo complexo, que envolve muitas reagdes

bioquimicas e leva a alteragdes funcionais e morfologicas (THOMSON, 1983).

O processo inflamatorio tem inicio na lesdo ou na morte das células do tecido
agredido. Todos os tipos de agressdo induzem o mesmo tipo de resposta nos vasos
sangiiineos menores, mas ela varia de intensidade de um tecido para outro, tanto nas
fases iniciais quanto no resultado final. Além do tipo de tecido, a extensdo do
traumatismo ¢ fator importante, pois a resposta inflamatoria sera tanto mais intensa

quanto a lesdo tecidual (BEVILACQUA & MODOLIN, 1995).

Uma lesdo causa o rompimento de vasos sangiiineos e saida de constituintes do
sangue para o espaco da ferida. Ocorre a ativagdo plaquetdria e formagdo do coagulo
(TSIROGIANNI et al., 2006), cujos principais constituintes sdo plaquetas e fibrina.
Além de servir como um reservatorio de citocinas e fatores de crescimento liberados das
plaquetas ativadas (MARTIN, 1997), o coagulo serve também para coaptar as bordas da
ferida e cruzar a rede de fibronectina, oferecendo uma matriz provisoria, na qual os
fibroblastos, as células endoteliais e os queratindcitos possam ingressar na area lesada
(MANDELBAUM et al., 2003).

Viarios fatores de crescimento estdo envolvidos com a inflamagao, epitelizagao,
angiogénese e contracdo da ferida. O fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento epidermal (EGF) liberados das plaquetas atraem
neutrofilos e monocitos/macrofagos para a ferida (SONEJA et al., 2005).

As células polimorfonucleares (PMNs) sdo as primeiras células inflamatorias a
chegar ao local da lesdo cutdnea. As PMNs sdo atraidas para a lesdo por véarios fatores

de crescimento e citocinas, ¢ servem como “limpadores” iniciais da lesdo através da
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remog¢ao de restos celulares, particulas estranhas e bactérias. Também sdo a principal
fonte de varias citocinas pro-inflamatérias e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(BAUM & ARPEY, 2005).

Os macrofagos chegam ao local da lesdo logo apos as PMNs e sua maior
contribuicdo para a cicatrizagdo de feridas ¢ a secre¢do de citocinas e fatores de
crescimento (PARK & BABUL, 2004). Os macréfagos se destacam por comandarem as
demais células durante os eventos que determinam o reparo tecidual, devido a
capacidade de produzirem numerosas citocinas como: fator de crescimento derivados de
plaqueta, fator de crescimento transformante beta (TGF-B), fator de crescimento
epidermal, TNF-a, fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e outras. As citocinas
produzidas por macrdéfagos e linfocitos provocam o influxo de neutrofilos, bem como a
migracgdo e proliferacdo de células endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas que
comegarao a repopular o sitio da lesdo (RICHES, 1996; DANTAS, 2000).

Inicialmente, os macréfagos atuam de maneira semelhante as PMNs,
fagocitando e matando microrganismos. No entanto, os macrofagos também estimulam
a produgdo de colagenase pelos fibroblastos através da secrecdo de fatores de
crescimento, sendo ainda fonte de fatores angiogénicos e fatores de crescimento para
que os fibroblastos se diferenciem em miofibroblastos (TIZARD, 1998).

A duragdo do estagio inflamatorio depende de varios fatores, como a intensidade
da contaminagdo, a extensdo do tecido lesado e a presenca de infecgdo. Uma ferida
limpa, na qual nao h4 agentes microbianos presentes, pode ser caracterizada por atingir
o pico de resposta inflamatéria em 3-4 dias. A progressdo da regeneragdo ¢é
acompanhada pela diminuicdo gradual e continua das células inflamatérias (BANKS,

1991).

4.1.2 Fase de fibroplasia

O estagio de fibroplasia (ou proliferativo) envolve a atividade mitdtica das
células epidérmicas, das células endoteliais e dos fibroblastos e comega cerca de 4 dias
apo6s a injaria (BANKS, 1991). A resolugdo da area lesada necessita da proliferagdo e
migracdo de fibroblastos para o leito da ferida, onde participam da formagao do tecido
de granulagdo e sintetizam, depositam e reorganizam a nova matriz extracelular (IYER

etal., 1999).
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O tecido de granulacdo geralmente é formado a partir do quarto dia apds a lesdo.
Esta mudanga morfologica representa a chegada dos residentes permanentes da derme
reparada (BAUM & ARPEY, 2005). O tecido de granulagdo ¢ um complexo reservatorio
de citocinas com atividades quimioatrativas, mitogénicas e fatores de crescimento. As
citocinas liberadas pelos macrofagos estimulam os fibroblastos a sintetizar a nova
matriz extracelular (AUKHIL, 2000).

Os fibroblastos do tecido conjuntivo das margens da ferida tornam-se ativados,
proliferam, migram em dire¢do ao coagulo em reabsor¢do e comegam a sintetizar os
componentes da matriz extra-celular, que ¢ uma rede complexa de macromoléculas
secretadas (colagenos, elastina, glicoproteina e proteoglicanas), localizadas no espago
extracelular, tendo um papel central no controle dos processos celulares. Todos esses
componentes estdo em intimo contato com suas células de origem e formam um leito
gelatinoso tridimensional no qual as células evoluem (BAYNES & DOMINICKZAC,
2000). Com a evolucao do processo cicatricial a matriz provisoéria ¢ substituida por uma
nova matriz rica em coldgeno (AUKHIL, 2000).

Dois dos papéis dos fibroblastos incluem a producdo de uma matriz extracelular
permanente (incluindo colageno, glicosaminoglicana e proteoglicanas) e fatores de
crescimento. Assim, fibroblastos sdo integrados ao processo de reparo da lesdao, pois nao
apenas produzem coldgeno, mas também regulam o crescimento e a fungdo de outras
células na matriz. A produgdo de colageno comeca aproximadamente 3 a 5 dias apds a
injuria do tecido e ¢ estimulada por varios fatores de crescimento (BAUM & ARPEY,
2005).

O colageno ¢ o principal componente da cicatriz de tecido conjuntivo maduro.
Na ferida em processo de cura, fibroblastos produtores de coldgeno sdo recrutados na
margem da ferida e induzidos a sintetizar essa proteina. Concomitantemente com a
fibroplasia, ocorre a angiogénese (CARVALHO, 2002).

Angiogénese ¢ o processo pelo qual vasos sangiiineos danificados sdo repostos a
partir dos capilares intactos localizados na vizinhanca da lesdo. Mudangas locais no
microambiente da ferida, como baixo pH, tensdo de oxigénio reduzida e aumento da
concentragdo de lactato, levam a liberagao de fatores de crescimento, como VEGF (fator
de crescimento endotelial vascular) e bFGF (fator de crescimento de fibroblastos

basico), que estimulam a angiogénese (DIEGELMANN & EVANS, 2004).
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Lentamente, o tecido de granulagdo adquire mais fibras colagenas e comega a ter

aparéncia de cicatriz, por acimulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987).

4.1.3 Fase de remodelacao

As manifestagoes clinicas da ultima fase da cicatrizagdao incluem contragao,
diminui¢do da vermelhidao, diminuicao da espessura e aumento da forga de tensdao. Os
principais participantes da fase de remodelacdo sdo os fibroblastos e seus produtos,
colageno e metaloproteinases da matriz (BAUM & ARPEY, 2005). O processo de
remodelagdo da cicatriz envolve etapas sucessivas de produgdo, digestdo e orientagao
das fibrilas de coldgeno (CLARK, 1985).

A deposicdo do colageno ¢ feita, a principio, tendo como orientacdo a
organizagdo da fibronectina e dependente da natureza e direcao das tensdes aplicadas ao
tecido. Essas fibras s3o subsequentemente digeridas pela colagenase, ressintetizadas,
rearranjadas de acordo com a organizacdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente e
lateralmente ligadas por ligacdes covalentes. Repeti¢des sucessivas da lise, ressintese,
redirecionamento e religagdo formam fibras maiores de coldgeno e resultam numa
configuracdo mais regular da cicatriz. Isso aumenta a sua resisténcia devido a
organizacdo das fibras acompanhar as forcas mecanicas a que o tecido estd sujeito
durante a atividade normal (CLARK, 1985).

A produgdo de colageno aumenta até o 21° dia ap6s o trauma, e apos esse tempo,
a taxa de sintese diminui (MONACO & LAWRENCE, 2003). Quantidades elevadas do
colageno na MEC sinalizam para que os fibroblastos diminuam a produgdo do coldgeno
(BAUM & ARPEY, 2005). Além disso, a degradagao do coldgeno na ferida € controlada
por muitas enzimas proteoliticas designadas metaloproteinases, as quais sdo secretadas
por diferentes células, inclusive fibroblastos (STEVENS & LOWE, 1996; FAZIK et al.,
2000).

4.2 Metaloproteinases da matriz (MMPSs)

A matriz extracelular ¢ composta por diferentes proteinas com maultiplas
fungdes. Algumas proteinas, como elastina e alguns tipos de coldgeno, conferem
resisténcia e elasticidade aos tecidos. Vdrias glicoproteinas da matriz (como lamininas,

fibronectina, trombospodinas, fibrilinas, entre outras) formam agregados com varios
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graus de complexidade, fornecendo um substrato para adesdo celular e sdo importantes
para inimeras interagdes proteina-proteina. Todas as proteinas da matriz podem ser
degradadas pelas metaloproteinases (PARKS, 1999).

As metaloproteinases responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular sdo
divididas em trés classes: serino proteinases, metaloproteinases da matriz (MMPs) e
cisteino proteinases (LORENA et al., 2002).

MMPs s3ao uma familia de mais de 26 endopeptidases homologas,
transmembrana ou secretadas, que sdo capazes de digerir componentes da matriz
extracelular e da membrana basal sob condigdes fisiologicas (CHAMBERS &
MATRISIAN, 1997; MERCER et al., 2005).

De acordo com sua estrutura e especificidade de substrato, as MMPs podem ser
divididas em subgrupos de colagenases, estromelisinas, gelatinases, MMPs tipo
membrana (MT-MMPs) e outras MMPs. As MMPs possuem uma estrutura multi-
dominio especifica consistindo de um peptideo sinal; um pré-peptideo, que ¢ essencial
para a manuten¢do da pr6-MMP na forma latente; um dominio catalitico contendo o
sitio de ligagdo Zn*" altamente conservado; uma regido em formato de dobradiga rica
em prolina que liga o dominio catalitico ao dominio similar & hemopexina, que
determina a especificidade de substrato da MMP. Além disso, o dominio catalitico das
gelatinases contém trés repeti¢des do dominio fibronectina tipo II, envolvido na ligagao
destas enzimas a gelatina. MT-MMPs contém um dominio transmembrana de 20
aminoacidos hidrofobicos na extremidade C-terminal do dominio hemopexina seguido
por um dominio intracelular de 24 aminoacidos (JOHANSSON et al., 2000).

Em conjunto, as MMPs sdo capazes de degradar todas as proteinas da matriz
extracelular. A maioria dos membros da familia sdo secretados como pro-enzimas
inativas (zimogénios) e sdo ativados no tecido pela clivagem do pré-peptideo. O pro-
peptideo da maioria das MMPs pode ser clivado por outras proteinases extracelulares
(JOHANSSON et al., 2000). Todas as MMPs contém zinco em seu sitio ativo e
necessitam de cdlcio para estabilidade e atividade (BRIKEDAL-HANSEN, 1993).

A atividade das MMPs pode ser controlada durante 3 etapas: transcricdo dos
genes, ativagdo de zimogénios por proteolise e inibicdo das formas ativas pelos
inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs, do inglés “tissue inhibitors of

metalloproteinases”) (FORSYTH et al., 1999).
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As atividades das MMPs estdo presentes em importantes enfermidades, como
destruicado da articulacdo na artrite reumatdide, osteoartrite, ancurisma da aorta
abdominal, infarto agudo do miocardio e cancer. As MMPs também participam do
processo normal de remodelagdo, como desenvolvimento embriondrio, involucdo do
utero pos-parto, remodelacao 6ssea, ovulagdo e cicatrizagdo (WOESSNER Jr, 1991).

As MMPs participam de varios eventos que ocorrem durante a cicatrizagao
cutdnea, como remocao do tecido desvitalizado, interagdes epidermais-mesenquimais
durante a migracdo dos queratindcitos, angiogénese e regulagdo da atividade de fatores
de crescimento. Na pele, diferentes tipos de células (como as inflamatdrias, fibroblastos
e células endoteliais) sdo capazes de sintetizar as MMPs (KAHARI & SAARIALHO-
KERE, 1997). As MMPs também degradam o coldgeno da ferida, sendo essencial para a
remodela¢do do coldgeno durante a transi¢do do tecido de granulagdo para cicatriz
(SINGER & CLARK, 1999).

As MMPs ndo sdo expressas constitutivamente na pele, mas sdao induzidas
temporariamente em resposta a sinais exogenos, tais como varias citocinas ou fatores de
crescimento, interacdes célula-matriz e contatos célula-célula alterados (KAHARI &
SAARIALHO-KERE, 1997). Deste modo, estudos tém demonstrado que a presenga
tecidual das diferentes MMPs pode variar conforme a fase da cicatrizagdo. Stricklin e
colaboradores (1993) e Schaffer e colaboradores (1997), através de hibridizagao in situ,
estudaram a presenga do mRNA das MMP-1, -2 e -9 em queimaduras durante 5, 10 e 15
dias apods a queimadura. O mRNA da MMP-9 foi detectado nos 3 tempos, enquanto que
0o mRNA da MMP-1 foi minimo no quinto dia e da MMP-2 foi minimo do décimo dia.

Grinnel e colaboradores (1993) e Young & Grinnel (1994) verificaram que horas
apos uma queimadura, a atividade da MMP-9 ja pode ser detectada. Ja a atividade de
MMP-2 e -3 estava presente a partir do quarto dia.

As MMPs sao especificamente inibidas por seus inibidores teciduais (TIMPs),
que sdo sintetizados por células do tecido conectivo e leucocitos, e formam ligacdes ndo
covalentes com as MMPs (MURPHY & DOCHERTY, 1992). Durante as fases iniciais
da cicatrizagcdo, o balango entre MMP e TIMPs favorece a producdo da matriz
extracelular. Nas fases finais do processo cicatricial, quando tem inicio a remodelacao, ¢

possivel que o balangco mude e favorega a degradacdo da matriz (GRINNEL, 2003).
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4.2.1 Metaloproteinases na fase inflamatoria

MMPs derivadas do epitélio regulam numerosos aspectos da inflamagao. Células
inflamatorias sdo bem conhecidas por expressar MMPs, entretanto, células epiteliais e
estromais no tecido lesionado também tém demonstrado expressar multiplas MMPs.
Muitas das quais podem regular a atividade de quimiocinas por protedlise direta.
Quimiocinas possuem papéis distintos na atragdo de tipos especificos de leucdcitos. A
clivagem de quimiocinas por MMPs frequentemente resulta na redu¢do da atividade
destas quimiocinas (GILL & PARKS, 2008).

A inflamacdo é uma etapa chave do reparo de lesdes, que ¢ requerida para
protecao contra infecgcdes. Metaloproteinases possuem muitas responsabilidades na
regulacdo da inflamacdo e isto inclui o controle da atividade de quimiocinas, o
estabelecimento de gradientes quimiotiticos e o extravasamento de leucécitos do
sangue para o tecido lesionado. Estes dados sdo apoiados por estudos com
camundongos deficientes de MMPs, ja que estes camundongos em muitos casos
apresentam resposta inflamatoria alterada, e acredita-se que a principal funcdo das

MMPs ¢ a regulagdo da inflamagdo (PARKS et al., 2004).

4.2.2 Metaloproteinases na fase de fibroplasia

Viérias MMPs tém sido associadas com este a fase de fibroplasia, como as
MMPs-1, -3, -7, -9, -10, -14 e -28. MMP-1 esta presente em lesdes cutdneas humanas
durante a re-epitelizacdo, mas desaparece uma vez que o fechamento da lesdo esta
completo. Uma outra MMP relacionada a re-epitelizagao ¢ a MMP-7, que € expressa no
epitélio pulmonar lesionado e ¢ requerida para a re-epitelizacdo apds lesdo traqueal. Em
camundongos deficientes de MMP-7, a re-epitelizacdo de lesdes traqueais € quase
completamente interrompida (DUNSMORE et al., 1998).

A MMP-9 também tem sido implicada na re-epitelizagcdo apds injuria. Fatores de
crescimento epidermais (EGF) e o fator de crescimento de hepatocito (HGF) estimulam
a migragdo de queratindcitos em ensaios de lesdes in vitro. Esta migragdo celular é
dependente de indugdo pela MMP-9 e ¢ prejudicada pela presenga de anticorpos que
bloqueiam a MMP-9 ou por algum inibidor geral de MMPs (McCAWLEY et al., 1998).

Um outro aspecto da re-epitelizagdo ¢ a proliferacdo de células epiteliais. A

expressdo da MMP-14 ¢ aumentada no epitélio pulmonar dentro de vias aéreas apds
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lesdo por naftaleno e parece que a MMP-14 esta envolvida na regulagao da proliferagdo

de células epiteliais apos o dano (ATKINSON et al., 2007).

4.2.3 Metaloproteinases na fase de remodelacao

A remodelagdo do colageno, que inclui a degradagdo das fibrilas de colageno
existentes e a sintese de fibrilas novas, ¢ uma etapa chave da fase de resolucao da lesao
(SINGER & CLARK, 1999). Como as MMPs sdo capazes de realizar este processo,
parece plausivel que elas tivessem um papel chave na remodelacdo do colageno durante
a resolucdo da lesdo. Curiosamente, a evidéncia conclusiva disto ainda nao foi
apresentada in vivo (GILL & PARKS, 2008).

Acreditava-se que a fungdo primaria das MMPs fosse a degradacdo da MEC.
Embora agora se acredite que que o papel principal da maioria das MMPs seja o
processamento de moléculas bioativas (tais como fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas, bem como seus respectivos receptores), a habilidade para degradar
proteinas da MEC tem sido demonstrada em algumas MMPs. Isto incluit MMP-1, -3 e -
14, que sdo capazes de clivar o coldgeno, e MMP-7, que pode processar sindecan-1 e
elastina (PARKS et al., 2004).

A recuperacao da lesdo ¢ mais lenta em camundongos que nao possuem a MMP-
3. Isto ndo ocorre devido a re-epitelizacdo alterada, ja que a migragcdo de queratindcitos
ndo ¢ afetada; entretanto, foi observada contragdo defeituosa da lesdo nestes

camundongos (BULLARD et al., 1999).

4.3 Biomateriais

Para otimizar a reabilitacdo de lesdes, podem ser utilizados biomateriais.
Biomaterial ¢ definido como qualquer substincia ou combinagdo de substancias, de
origem natural ou sintética, que possam ser usadas por qualquer que seja o periodo de
tempo, como parte ou como o todo de sistemas que tratam, aumentam ou substituem
quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes do organismo (ASM, 1992). Biomateriais também
podem ser definidos como materiais interativos, capazes de estabelecer uma afinidade
apropriada com o tecido vizinho sem indugdo de uma resposta adversa do hospedeiro

(RATNER & BRYANT, 2004).
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Os biomateriais tém sido objeto de pesquisas cientificas pela disponibilidade na
natureza e por sua biodegradabilidade. Muitos podem ser utilizados como dispositivos
dérmicos (SPECTOR, 2001) e tém sido empregados para conduzir e acelerar fendmenos
de ocorréncia natural, como a regeneracdo de tecidos na cicatrizagdo das feridas,
inducdo da resposta celular que nao deve estar presente normalmente, a cicatrizagdo em
individuos doentes, a produ¢ao de um novo leito para receber futuros transplantes ou
para bloquear fendomenos naturais, como a rejeicdo imune de transplante de células de
outras espécies ou a transmissao de sinais de fatores de crescimento que estimulam a
formacao da cicatriz (HUBBEL, 1995).

O uso de polissacarideos como biomateriais ¢ vantajoso, uma vez que tais
substancias apresentam baixa toxicidade, simplicidade de operacdo e diminuem os
custos de produtos (SHIGEMASA & MINANI, 1995). Um fator relevante na escolha
de um biomaterial é o seu custo, pois quanto menor for, maior serd sua acessibilidade
pela populagdo (SCHIRATO et al., 2006).

O emprego de produtos medicinais de origem natural no tratamento de certas
doencas tem sido amplamente utilizado pela populag@o (SILVA et al., 2000). As plantas
sdo importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos, os quais diferem em
termos de estrutura e propriedades biologicas (MOREIRA et al., 2001).

Em geral, polissacarideos naturais apresentam estrutura complexa devido a sua
heterogeneidade incluindo muitos tipos de unidades monossacaridicas, o que dificulta o
esclarecimento da relagdo entre estrutura e atividade bioldgica. Sabe-se que os
polissacarideos e seus derivados podem ser usados para tratamento sistémico, como
também participam ativamente no processo de cicatrizagdo de feridas (LLOYD et al.,
1998; MARQUES & XAVIER-FILHO, 1991; YOSHIDA, 2001).

Alguns polissacarideos podem ser utilizados como auxiliares no processo de
cicatrizagdo, a exemplo da quitina, um elemento estrutural encontrado em animais
invertebrados e na parede celular de fungos (KENT, 1964). Além da quitina e da
quitosana (forma deacetilada da quitina), os polissacarideos extraidos de Areca catechu
(PADJAMA et al., 1994), Wedelia calendulacea (HEDGE et al., 1994), Pleorotus
ostreatus (BONONI et al., 1995) e Aloe vera (HEGGERS et al., 1995) sdo utilizados

como biomateriais no processo de reabilitagdo de lesdes cutaneas.
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4.3.1 Polissacarideo obtido do Anacardium occidentale L. - POLICAJU

O cajueiro (A. occidentale L.) pertence a familia botanica Anacardiaceae, que
contém de 60 a 80 géneros e cerca de 600 espécies (LIMA et al., 2002). Varias espécies
de A. occidentale apresentam casca resinosa, contendo uma goma, que ¢ constituida
principalmente por um heteropolissacarideo ramificado de alto peso molecular
(POLICAJU), utilizado como substituto da goma ardbica. Este polissacarideo ¢
secretado por espécies que crescem em areas tropicais € subtropicais como resposta a
uma ferida no caule, remog¢ao de ramos ou pela presenga de insetos, bactérias ou fungos
(RINCON et al., 1999).

Substancias chamadas gomas sdo hidrocarbonetos de alta massa molecular.
Recentemente, o termo goma, como tecnicamente empregado na industria, se refere a
polissacarideos vegetais ou microbianos e seus derivados, que sdo capazes de formar
dispersdes em agua fria ou quente, produzindo misturas viscosas ou solugdes. As
referéncias mais recentes ao termo goma significam derivados soluveis da celulose e
aqueles derivados de, e modificacdes de, outros polissacarideos que, em sua forma
original (forma natural), seriam insoluveis (LIMA et al., 2002).

Propriedades adesivas, atividades inseticidas e emulsificantes, sdo apontadas
como possiveis utilidades para a goma do cajueiro. Esta contém como constituintes
principais os monossacarideos galactose (61%), arabinose (14%), ramnose (7%),
glucose (8%), acido glicuronico (5%), além de pequenas quantidades (2% cada) de
manose, xilose e acido metilglicuronico (DE PAULA & RODRIGUES, 1996;
MENESTRINA et al., 1998).

O POLICAJU tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios,
potencializando, em estudos preliminares, o processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas
em camundongos (PAIVA, 2003; SCHIRATO et al., 2006). O referido polissacarideo
também demonstrou bons resultados frente ao Sarcoma 180 in vivo (MENESTRINA et
al., 1998), células HeLa in vitro (STEVAN et al., 2000) e a infeccdo experimental pelo
Schistosoma mansoni (GADELHA et al., 2001; SOUZA-ARAUIJO et al., 2002).

Schirato et al. (2006) e Paiva (2003) ja demonstraram que a emulsdo contendo
POLICAJU, na concentragdo de 150 mg/ml, favorece a cicatrizagdo do periodo
inflamatorio, considerando as caracteristicas de sinais flogisticos menos intensos e a

presenca de tecido granulacdo fibrovascular e fibras coldgenas em lesdes experimentais
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de camundongos. As lesdes que foram tratadas com a emulsdo contendo o POLICAJU
apresentaram bom efeito cicatrizante e colageno mais organizado.

Além disso, as lesdes tratadas com o POLICAJU apresentaram menor
contaminag@o microbiana, apesar do mesmo ndo possuir atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos Pseudomonas sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., Escherichia coli,

e Staphylococcus sp. isolados de feridas cutaneas de caes (SCHIRATO et al., 2006).
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Anédlise do perfil das proteinases envolvidas no processo
de cicatrizagao de lesdes cutaneas experimentais
utilizando o polissacarideo da goma do cajueiro

(Anacardium occidentale L.)

1 2 3
Priscila das Neves Santos , Flavio de Oliveira Silva , Giuliana Viegas Schirato ,

Ana Lucia Figueiredo Porto

RESUMO

Foi avaliado o efeito do polissacarideo de Anacardium occidentale L. (POLICAJU)
sobre o perfil de proteinases no processo cicatricial de camundongos durante as 3 fases
da cicatrizagdo: inflamatéria, de fibroplasia e de remodela¢ao. Os camundongos (Mus
musculus) Swiss (n=90) foram organizados de acordo com o tratamento empregado:
Grupo I (NaCl 150mM), Grupo II (4acido ascorbico 75mg/ml) e Grupo III (emulsao
contendo POLICAJU 150mg/ml preparado em &4cido ascorbico 75mg/ml). As lesdes
cutaneas foram realizadas assepticamente na regido toracica dorsal e cada ferida foi
tratada em dose unica (200ul) imediatamente apds a cirurgia. No ensaio com
azocolageno, foi possivel observar que o grupo tratado com o POLICAJU, durante as
fases proliferativa e de remodelacdo, apresentou os maiores valores de atividade
colagenolitica em comparagdo com os grupos tratados com NaCl e com acido ascorbico.
A eletroforese demonstrou, em todos os grupos, a presenca de proteinas com peso
molecular de 53, 76, 170, 220 kDa, e proteinas com aproximadamente 84, 106, 116 ¢
151 kDa. Ja4 o zimograma demonstrou, em todos os grupos estudados, enzimas que
degradam a gelatina com peso molecular de 84, 106 e 116 kDa, que se trata
provavelmente da pr6-MMP-9. Acredita-se que a MMP-9 pode estar envolvida na fase
de remodelacao. Nossos resultados sugerem que a cicatrizagdo de lesdes cutdneas
tratadas com o POLICAJU pode ser favorecida pela interagcdo deste polissacarideo com
a pro-MMP-9.
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INTRODUCAO

O reparo cutdneo ¢ um processo complexo e altamente coordenado, onde
diferentes tipos celulares participam para renovar o tecido danificado. Um dos
processos mais versateis envolvidos no reparo de lesdes ¢ a protedlise. Durante a
migracao celular, as proteinas da matriz extracelular (MEC) s3o clivadas,
frequentemente criando produtos de clivagem biologicamente ativos, e a proteodlise de
contatos celulares aumenta a motilidade e a divisdo celulares. Além disso, proteinases
ativam varios fatores de crescimento e outras proteinases na lesdo e regulam os fatores
de crescimento. Normalmente, a protedlise ¢ rigidamente controlada e mudangas na
atividade de proteinases estdo associadas a alteracdes no fechamento de lesdes e
formagcdo da cicatriz. (TORISEVA & KAHARI, 2009).

Metaloproteinases da matriz (MMPs) constituem uma familia de endopeptidases
que requer fons divalentes, tais como Ca*" ou Zn*", no dominio catalitico, necessérios a
sua atividade enzimatica. Substratos moleculares para as MMPs incluem todas as
classes de proteinas da MEC. Além disso, a atividade e a biodisponibilidade de citocinas
e fatores de crescimento podem ser moduladas pelas MMPs. MMPs estao envolvidas na
remodelagdo do tecido pela degradacdo de componentes da matriz extracelular,
fisiologica e patologicamente, e sdo o grupo de enzimas mais estudado na recuperagao
de lesoes (EMING et al., 2008).

Em geral, lesdes cutdneas podem ser divididas em 3 fases: inflamatoria,
proliferativa ¢ de remodelacdo (STADELMAN et al., 1998). Nenhuma destas etapas
corresponde a um periodo de tempo precisamente definido, e existe certo grau de
sobreposi¢ao em todas as fases (LI et al., 2007).

Para otimizar a reabilitagdo de lesdes, pode-se utilizar biomateriais,
compreendidos como materiais interativos capazes de estabelecer uma afinidade
apropriada com o tecido vizinho sem indu¢do de uma resposta adversa do hospedeiro.
Polissacarideos estimulam o sistema imune in Vitro e in Vivo e contribuem
favoravelmente no processo cicatricial, podendo ser utilizados como biomateriais
(LLOYD et al., 1998; RATNER & BRYANT, 2004).

A espécie A. occidentale L., o cajueiro, é caracterizada como uma arvore

folhosa, a qual ¢ facilmente encontrada no Brasil. A. occidentale ¢ utilizado para
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propositos terapéuticos, devido a suas atividades anti-hipertensivas, anti-diarréicas e
anti-inflamatorias. Estudos pré-clinicos com metabdlitos isolados demonstraram efeitos
bactericidas e anti-piréticos do 4acido anacardico, um composto presente em altas
concentragdes no cajueiro (BARCELOS et al.,, 2007). O heteropolissacarideo
proveniente da goma do Anacardium occidentale L. (POLICAJU) tem apresentado
resultados terapéuticos satisfatorios, potencializando, em estudos preliminares, o
processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas em camundongos (SCHIRATO et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de proteinases produzidas em
resposta ao tratamento topico, em dose Unica, com a emulsdo contendo o polissacarideo
da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.), POLICAJU, na evolu¢do do

processo cicatricial cutdneo em camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Preparagéo da emulséo de POLICAJU

A goma de Anacardium occidentale L. foi coletada no litoral sul do estado de
Pernambuco (Praia de Tamandaré), Brasil. A goma do cajueiro isenta de casca de arvore
foi purificada de acordo com o método de Menestrina et al. (1998). Para o preparo da
emulsdo de POLICAJU e acido ascorbico, utilizou-se a metodologia de Shigemasa &
Minami (1995), onde adiciona-se 1 parte de 4cido ascorbico (1500mg) a 2 partes de
POLICAJU (3000mg) em 10ml de 4gua destilada esterilizada. Esta solu¢cdo permaneceu
sob agitacdo, durante 24 horas, até completa dissolugdo. Apos a dissolucdo, o pH da
emulsao foi aferido e corrigido, com solu¢do de NaOH 1N, para o pH 5,0. O volume

final foi aferido para que se obtivesse uma emulsao com 150 mg/ml de POLICAJU.

Animais de laboratorio

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas preconizadas pelo Canadian
Council Animal Care (CCAC) e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissado
de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Pernambuco. Foram utilizados 90 camundongos (Mus musculus) albinos
Swiss machos, com 8 semanas de idade e peso médio de 42g. Os animais foram

avaliados e mantidos no Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami. Os



SANTOS, P.N. Andlise do perfil das proteinases... 40

animais foram alocados em gaiolas individuais, permanecendo em macroambiente
controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 23+2°C e umidade 55+10%)
com fornecimento de agua e ragao ad libitum.
Procedimento cirargico experimental

O procedimento cirurgico foi realizado de acordo com Schirato et al. (2006) com
modificacdes. Foi administrado cloridrato de xilazina 2% na dosagem de 10mg/kg
seguido de cloridrato de cetamina 10% na dosagem de 115mg/kg. Os anestésicos foram
aplicados na regido cervical, por via intramuscular. Realizou-se a tricotomia da regido
dorsal com o auxilio de clorexidina 2% e lamina e, posteriormente, anti-sepsia com
iodopovidona e dalcool a 70%. Com o auxilio de molde metdlico vazado, foram
produzidas lesdes cirrgicas com aproximadamente lem® de 4rea da regido dorsal.
Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (n=30/grupo), de acordo com o
tratamento empregado. No grupo I, foi aplicado 200ul de solugdo salina fisioldgica de
NaCl a 0,9%, uma unica vez, sobre a lesdo, com o objetivo de observar o padrao de
cicatrizacdo normal do camundongo. Nos animais pertencentes ao grupo II, foi
aplicado, uma tnica vez, 200ul da solugdo de 4cido ascorbico (75 mg/ml) logo apos a
cirurgia. Os animais do grupo III tiveram suas lesdes tratadas (200ul por lesdo) com a
emulsdo constituida por POLICAJU (150mg/ml) e acido ascoérbico (75 mg/ml) logo
apos a realizagdo da cirurgia.

Os grupos I, II e III foram subdivididos, cada um, em 3 grupos de 10 animais.
Nos tempos de 2, 7 ¢ 12 dias de pos-operatorio (nos quais sdo observadas as fases
inflamatoéria, proliferativa e de remodelagdo, respectivamente), os 10 animais de cada
sub-grupo foram submetidos a eutandsia (através de deslocamento cervical, apds a

anestesia) para retirada dos fragmentos de pele.

Analise das proteinases da lesédo

Preparacéo das amostras

Imediatamente apds a retirada do tecido, os fragmentos de pele foram
congelados em nitrogénio liquido e pulverizados. Em seguida, as amostras de pele
foram homogeneizadas como descrito por Neely et al. (1997). As amostras foram
homogeneizadas em tampao Tris-HCl 50 mM, suplementado com cloreto de calcio 20

mM, cloreto de sodio 150mM, Triton X-100 a 0,25% (v/v) e azida sédica a 0,02%, na
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proporgao de 1,0 ml de tampao para 100 mg de tecido. As amostras foram centrifugadas
a 10000 x g por 30 minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados para analise de

metaloproteinases.
Ensaio com azocolageno

A atividade proteolitica foi realizada utilizando-se solu¢do de azocolageno como
substrato (5 mg/ml) em tampao Tris-HCI 50mM, CaCl, 1mM, pH7,2. O sistema de
reacdo foi constituido por 150 pL do homogenato das feridas, 150 puL da solugdo
tampao e 270 pL da solugdo de azocoldgeno. Utilizou-se como controle o homogenato
inativado pelo calor (100° C por 5 minutos). O sistema de reagdo foi incubado a 37°C
sob agitacao constante. Apds 18 horas de incubacdo, a rea¢do foi interrompida por
centrifugagdo a 10000 x g por 15 minutos a 4°C. A absorbancia do sobrenadante foi lida
a 520nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi descrita como sendo a variag¢do de

absorbancia de 0,01 durante 18 horas de reacio.
Eletroforese SDS-PAGE

Os homogenatos obtidos foram submetidos a técnica de eletroforese SDS-
PAGE, realizada em gel com gradiente de 10% de poliacrilamida (p/v) de acordo com o
método de Laemmli (1970). Para identificagdo dos pesos moleculares, foram utilizados
os padroes de peso molecular: desidrogenase glutamica (53 kDa), transferrina (76 kDa),

a-galactosidase (116 kDa), f,-macroglobulina (170 kDa) e miosina (220 kDa).
Zimograma

Além da eletroforese, os homogenatos também foram submetidos ao
zimograma, de acordo com Agren (1994). A gelatina, na concentragdo de 0,2% (p/v),
foi incorporada ao gel de poliacrilamida a 10% (p/v). Apds a eletroforese, os géis foram
submetidos a duas lavagens de 20 minutos cada, em Triton X-100 a 2,5% (v/v),
seguidas por 3 lavagens de dgua destilada. O gel foi incubado por 18 horas em tampao
contendo Tris-HCl 0,05M (pH 7,5) e CaCl, 0,01M sob agitagdo constante. Como
controle negativo, um gel foi incubado por 18 horas em tampdo contendo Tris-HCI
0,05M (pH 7,5), EDTA 0,5mM sob agitacdo constante. As bandas digeridas foram
visualizadas como intervalos nos géis corados com Coomassie a 0,1% (p/v) e

descorados com solugdo descorante.
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RESULTADOS

Durante a fase inflamatoria, ou seja, até o 2° dia pos-operatorio (P.O.), observou-se
no grupo NaCl uma menor degradagdo do azocolageno (Figura 1). Neste estudo, ndo foi
observado pico de atividade colagenolitica em nenhum grupo experimental durante a
fase inflamatdria, no entanto, o grupo tratado com 4cido ascorbico durante esta fase
obteve o maior valor de atividade colagenolitica, quando comparado aos demais grupos.

Quanto ao comportamento da atividade colagenolitica apresentado na fase
proliferativa, todos os grupos apresentaram aumento desta atividade em relacao a fase
inflamatoria.

J& durante a fase de remodelacdo, enquanto houve diminui¢cdo da atividade
colagenolitica no grupo tratado com NaCl (em comparacdo com a fase proliferativa), os
grupos tratados com acido ascorbico e com o POLICAJU apresentaram aumento da
atividade. O grupo tratado com o POLICAJU, durante esta fase, apresentou a maior
atividade colagenolitica entre todos os grupos em todos os tempos de pds-operatorio.

O perfil das proteinas nos homogenatos, obtidos a partir das lesdes cutaneas,
realizado através de eletroforese SDS-PAGE demonstrou, em todos os grupos
estudados, a presenca de proteinas com peso molecular de 53, 76, 170, 220 kDa, e
proteinas com aproximadamente 84, 106, 116 e 151 kDa (Figura 2).

O zimograma demonstrou, em todos os grupos estudados, enzimas que
degradam a gelatina com peso molecular de aproximadamente 84, 106 ¢ 116 kDa

(Figuras 3a e b).
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Figura 1: Atividade colagenolitica das proteinases presentes nos homogenatos obtidos
das lesdes cirurgicas experimentais dos grupos tratados com NaCl, &cido ascorbico e
POLICAJU no 2°, 7° e 12° dias de pos-operatorio.

- 220 kDa
- 170 kDa

Figura 2: Perfil de proteinas dos homogenatos provenientes das amostras obtidas a
partir das lesdes cirargicas experimentais. Linha 1: grupo tratado com NaCl, 2° dia P.O.;
linha 2: grupo tratado com NaCl, 7° dia P.O.; linha 3: grupo tratado com NaCl, 12° dia
P.O.; linha 4: grupo tratado com acido ascorbico, 2° dia P.O.; linha 5: grupo tratado com
acido ascorbico, 7° dia P.O.; linha 6: grupo tratado com acido ascorbico, 12° dia P.O.;
linha 7: grupo tratado com POLICAJU, 2° dia P.O.; linha 8: grupo tratado com
POLICAIJU, 7° dia P.O.; linha 9: grupo tratado com POLICAJU, 12° dia P.O.; linha 10:
padrdes de peso molecular.
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Figura 3: Zimogramas de proteinas dos homogenatos provenientes das amostras obtidas
a partir das lesdes cirirgicas experimentais. (a) Linha 1: grupo tratado com NacCl, 2° dia
P.O.; linha 2: grupo tratado com NaCl, 7° dia P.O.; linha 3: grupo tratado com NaCl, 12°
dia P.O.; linha 4: grupo tratado com acido ascorbico, 2° dia P.O.; linha 5: grupo tratado
com 4cido ascorbico, 7° dia P.O.; linha 6: grupo tratado com acido ascorbico, 12° dia
P.O.; linha 7: grupo tratado com POLICAJU, 2° dia P.O.; linha 8: grupo tratado com
POLICAIJU, 7° dia P.O.; linha 9: grupo tratado com POLICAJU, 12° dia P.O. (b) Linha
1: grupo tratado com NaCl, 2° dia P.O.; linha 2: grupo tratado com acido ascérbico, 2°
dia P.O.; linha 3: grupo tratado com POLICAJU, 2° dia P.O.

DISCUSSAO

MMPs sdo componentes importantes em muitos processos biologicos e
patolégicos, por causa de suas habilidades para degradar componentes da MEC. Tem se
tornado claro que a MEC ndo é um mero suporte para células, mas sim que ela também
abriga fungdes bioldgicas criticas que podem ser reveladas na protedlise (VISSE &
NAGASE, 2003).

Tradicionalmente, o papel presumido das MMPs estava confinado ao
catabolismo da MEC. Recentemente, entretanto, varios trabalhos tém demonstrado que
as MMPs clivam uma ampla faixa de substratos extracelulares bioativos e, regular a
atividade de tais proteinas, pode de fato ser a fungdo predominante das MMPs in vivo.
As fungdes estabelecidas para as MMPs incluem a liberagdo de fatores de crescimento

da membrana celular ou da MEC, clivagem de receptores de fatores de crescimento da



SANTOS, P.N. Andlise do perfil das proteinases... 45

superficie celular, desprendimento de moléculas de adesdo celular e ativacao de outras
MMPs (GILL & PARKS, 2008).

Embora atualmente diferentes autores apdiem a hipotese de que a principal
funcdo das MMPs na cicatrizagdo se encontre durante a fase inflamatoria (VISSE &
NAGASE, 2003; GILL & PARKS, 2008; TORISEVA & KAHARI, 2009), observamos
no nosso grupo controle, tratado com NaCl, que o maior pico de atividade
colagenolitica se encontra durante a fase proliferativa. Além disto, dentre os grupos
tratados com o POLICAJU, a menor atividade colagenolitica ocorreu durante a fase
inflamatoria e a fase de maior atividade colagenolitica foi a fase proliferativa. Estes
fatos indicam que o favorecimento da cicatrizagdo pelo tratamento com o POLICAJU e
seu efeito sobre as MMPs se da principalmente na fase de remodelacao.

Apesar de Baskovich et al. (2008) ter observado que niveis excessivos de MMPs
estdo presentes em lesdes cronicas, ndo permitindo o fechamento da ferida, observamos
neste trabalho que o maior pico de atividade colagenolitica das lesdes tratadas com o
POLICAJU ocorreu durante a fase de remodelagdo, o que ndo impediu o fechamento da
lesdo, pelo contrario, uma vez que o polissacarideo estudado favorece a cicatrizagdo
(SCHIRATO et al., 2006).

O fato que o nivel de atividade de MMP em fluido de lesdao cronica ¢ 30 vezes
maior que o encontrado em lesdes agudas sugere que, em lesdes cronicas, hd um
rompimento dos mecanismos usuais que controlam os niveis destas enzimas
(TRENGOVE et al., 1999).

Durante a fase inflamatoria, ou seja, at¢ o 2° dia P.O., observou-se no grupo
NaCl uma menor degradagdo do azocolageno, diferente do encontrado por outros
autores. Segundo Ovington (2007) o comportamento normal destas enzimas seria um
pico enzimatico durante a fase inflamatdria da cicatrizagdo, e entdo um declinio no
estagio de aparecimento de tecido de granulacdo e subsequentemente novo tecido
epitelial no ferimento.

Ja de acordo com Madlener et al. (1998), ndo todas, mas sim a maioria das
MMPs apresentam maxima expressdo no primeiro dia apds a injuria. No 13° dia,
quando a re-epitelizacao esta completa, os niveis transcricionais destas MMPs declina.

Os autores também observaram que, apds a injlria, a expressio de MMP-2 e seu
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ativador biologico, MT1-MMP (MMP tipo membrana 1) aumentou, € 0os niveis mais
altos foram alcangados por volta dos dias 5 ¢ 7 apés a lesio (MADLENER et al., 1998).

Virios autores discordam em relagdo ao peso molecular das MMPs, podendo ser
encontrados diferentes valores de peso molecular para uma mesma MMP (ARAUJO et
al., 1998; WANG et al., 2008; MASON et al., 1999). No zimograma realizado neste
trabalho, observamos em todos os grupos uma proteina que degrada gelatina com peso
molecular de cerca de 116 kDa, estando de acordo com um dos pesos moleculares
propostos para a pro-MMP-9 (gelatinase B) (MASON et al., 1999).

A MMP-9 ¢ uma das MMPs que tém sido identificadas em lesdes de pele
(TORISEVA & KAHARI, 2009) e, avaliando a expressio das MMPs na pele de
pacientes queimados, Neely et al. (1997) verificaram que a atividade das MMP-2 e -9
estavam estatisticamente elevadas no quarto dia apos a queimadura, em comparagdo
com os controles.

A remodelacdo da membrana basal apds a re-epitelizacdo e a degradagao da
matriz proviséria sdo defeituosas em camundongos deficientes de MMP-9. MMP-9
pode estar envolvida no ajuste final do tecido epidermal apds o reparo pela remodelacdo
da zona da membrana basal e pela completa reabsor¢cdo da matriz provisoria da lesdo
(TORISEVA & KAHARI, 2009). Estas afirmacdes corroboram os nossos dados obtidos
pelo zimograma (onde foi observada uma enzima com peso molecular compativel com
a pro-MMP-9) e pela atividade colagenolitica (onde o grupo tratado com o POLICAJU
obteve maior pico durante a fase de remodelagio).

Lesoes tratadas com a emulsao do POLICAJU, na concentracao utilizada neste
estudo (150 mg/ml), apresentam tecido de granulacdo com fibras coldgenas bem
organizadas e total re-epitelizacdo, ao contrdrio das lesdes de grupos controle
(SCHIRATO et al., 2006).

Em geral, polissacarideos naturais tém estrutura complexa devido a sua
heterogeneidade, possuindo muitos tipos de unidades monossacaridicas, isto dificulta a
elucidacdo da relagdo entre estrutura e atividade. Polissacarideos ou seus derivados
podem participar ativamente no processo de cicatrizagdo de feridas (LLOYD et al.,
1998; YOSHIDA, 2001).

Filmes de polissacarideos tém sido largamente utilizados no campo

farmacéutico. Eles também tém sido aplicados no desenvolvimento de biosensores,
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membranas bioldgicas, experimentos imunoldgicos e fios de sutura, pois sdo
biodegradaveis e biocompativeis. Lesdes de camundongos tratadas por filme de
POLICAJU com tripsina enclausurada apresentaram aceleracdo da proliferagdo de
fibroblastos, neovascularizagdo do tecido de granulacdo e efeito estimulante na
formagéo do epitélio (MONTEIRO et al., 2007).

Peles de ratos tratadas por 4 semanas com creme contendo fucose a 1%,
exibiram um aumento significativo de sua espessura, com fibras de coldgeno densas e
bem orientadas (ROBERT et al., 2004).

Diversos estudos relacionam o efeito de oligo- e polissacarideos a atividade de
MMPs. Fucoidans (polissacarideos extraidos da parede celular de algas) sdo capazes de
estimular in vitro a proliferagdo de fibroblastos dermais e a deposi¢do da matriz
extracelular. Também podem inibir a secrecdo de MMP-2 e indugdo de MMP-3 nos
fibroblastos dermais em cultura. Além disso, foi observado que fucoidans aumentam a
taxa de associa¢cdo de MMPs com seus inibidores especificos, os TIMPs (SENNI et al.,
2006).

Acredita-se que SIP-SII (um polissacarideo sulfatado isolado a partir do molusco
Sepiella mandroni) pode suprimir invasao e migracdo de células de carcinoma de ovario
humano através da inibi¢do da atividade proteolitica de MMP-2 (WANG et al., 2008).

O oligossacarideo CSA (condoitrina sulfato A) possui efeito anti-artritico.
Animais tratados com este oligossacarideo apresentaram atividade mais baixa de
MMPs. Os autores sugerem que o CSA poderia afetar a progressdo da artrite pelo seu
efeito nas MMPs, inibindo-as, ja que MMPs estdo criticamente envolvidas na
degrada¢do da matriz que ocorre durante a progressdo da doenga (SANDYA &
SUDHAKARAN, 2007).

A literatura atual oferece uma grande variedade de evidéncias que MMPs e seus
inibidores sdo requeridos para a recuperacdo de lesdes. Além disso, polissacarideos
naturais tém demonstrado interagir com as MMPs de modo a favorecer a cicatrizacao.
Neste trabalho, observamos que o favorecimento da cicatrizagdo pelo POLICAJU pode
ocorrer através da interagdo deste polissacarideo com a pro-MMP-9. Os dados aqui
obtidos sugerem a necessidade de maiores investigagdes acerca dos mecanismos de

interacao entre o POLICAJU e as MMPs.
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7. ANEXO

Parecer da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal.

Universidade Federal de Pernamimcs
Centra de Cigncias Bioligicas

Aw. Frof. Helson Chawes, s¢n
SO6T-420 / Raclie - PE - Brasil
fanma: |55 HL) 2126 BB4O | 2136 2351

faz: (55 #1] 2126 &350 1‘\‘_
W . ohh . Gipn.ubr

Oficio n®28/05 Racita, 21 de junho de 2005

Da Comissdo da Etica am Exparimentacio Animal (CEEA) da UFPE
& 1 Prof® Ana Lacia Figueiredo Porto - LIKASLUFPE

s membrms da Comissao de Etica em Expenmeantacao Arimal do Centro de Ciéncas
Bicdogicas da Universidade Federal de Pamambuco (CEEA-UFFE) avaliaram a respostia de W
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeio de pesguisa imtitulado
“AVALIACAD DO TRATAMENTO TOPICO DE LESOES CUTANEAS COM MEMBRAMNAS
OBTIDAS DO POLISSACARIDED DA GOMA DO CAJUEIRD  ANACARDIUS
QCCIDENTALE L.".

Concluiram gua os procadimentos describas para a Lll:iIiEEH;:E:'J aprarETenlal com os
animais encontram-s& de acordo com as normmas sugendas pelo Colagio Brasileine para
Experimentagio Animal ¢ com as normas intemacionais estabelecidas pelo National Instibute of
Heath Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sio adotadas como criténos de
avaliacdo a julgamento pala CEEA-UFFE,

Encontre-se de scordo com a5 normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art, 32 e Decrete 3.178-arl 17, de 210801299, que trata da quastao do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposta, emitimos um PARECER FAVORAVEL aos prolocolos sxparimentais
reafirados.

Atenciosamentea,

Aot (o mign
 Sitne Gameio do Hascimenta

Fresdente CEEA



