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RESUMO

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo com sobreposicdo de eventos. A fim de
acelerar o processo de cicatrizagéo este estudo examinou os efeitos da terapia a laser de baixa
poténcia (LTBP 4 J / cm2 e A = 660 nm) ¢ a lectina de sementes de Canavalia ensiformis (Con
A, 100 ug / ml) na pele ap6s a ferida cirdrgica lesdo (1 cm?) no dorso dos ratos. Vinte e quatro
ratos (machos, 250 a 300 g) foram divididos em 4 grupos (n = 6): o grupo de controle (C), 0,1
ml de NaCl a 0,9% (p / v); Con A (ConA); Con A associada com LTBP (CL) e LTBP (L).
Aos 3 dias apos a lesédo inicial, as amostras foram coletadas para analise proteémica. A analise
protebmica dos 85 pontos diferencialmente expressos foi detectada através da comparacao dos
grupos tratados com o grupo controle, destes, foram identificados 56 pontos, 0 que representa
66,24% do total, foram muitas as proteinas potencialmente relacionadas com a cicatrizagao de
feridas. Conclui-se que a combinagéo de terapias, a laser e a aplicacdo de Con A, foi eficaz no
processo de cicatrizacdo observando um aumento na expressao de proteinas associadas com a
reducdo da inflamacéo, remodelacédo de tecido, divisao celular, regeneracdo e principalmente
adesdo celular observada exclusivamente no grupo tratado com a associacdo da Con A e 0
laser de baixa poténcia, oferecendo-nos insights sobre a dindmica da acao de as terapias.

Palavras chave: Concanavalina A, laser terapéutico de baixa intensidade, cicatrizacao,
analise protedbmica.



ABSTRACT

Wound healing is a complex process with overlapping events. In order to accelerate the
healing process of this study examined the effects of low-level laser therapy (LLLT 4 J/cm2
and A = 660 nm) and the lectin from Canavalia ensiformis (Con A, 100pg / ml) in the skin
wound after surgical injury (1 cm?2) on the back of rats. Twenty four mice (male, 250- 300 g)
were divided into 4 groups (n = 6): control group (C), 0.1 ml of 0.9% NaCl (w / v); Con A
(ConA); Con A associated with LLLT (CL) and LLLT (L). At 3 days after the initial injury,
the samples were collected for proteomic analysis. The proteomic analysis of differentially
expressed 85 points detected by comparing the treated groups with the control group, these 56
points were identified, representing 66.24% of the total, many proteins were potentially
related to wound healing. We conclude that the combination of therapies, laser and
application of Con A, was effective in the healing process observed an increase in proteins
expression associated with reduction of inflammation, tissue remodeling, cell division and
regeneration, which offered insights into the dynamics of action of the therapies.

Keywords: Concanavalin A low-level laser therapy, wound healing, proteomic analysis.
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O processo de reparacdo e a cicatrizacdo de uma ferida existem para restaurar a
integridade anatémica e funcional do tecido e caracteriza-se por uma complexa série de
eventos bioquimicos e celulares, simultaneos e interdependentes, em resposta a lesdo
tecidual (SAMPAIO et al., 2013). Uma lesdo resulta em danos nos tecidos e
independentemente da causa, 0s processos de reparacdo sdo semelhantes, atraves de
uma resposta fisiologica coordenada em fases sucessivas para fornecer hemostasia
iniciando a inflamagéo, proliferagdo e remodelacdo da matriz extracelular (MEC)
(YOUNG; MCNAUGHT, 2011; AMAR; WU, 2014).

Ao longo do tempo, o homem sempre empregou artificios com o intuito de
aperfeicoar o processo cicatricial através do uso de substancias ou procedimentos. Por
sua vez os biomateriais, que podem ser definidos como qualquer molécula que tenha a
capacidade de interagir com o sistema bioldgico, sem inducdo de uma resposta adversa
no hospedeiro; vem sendo usados na recuperagéo de lesdes (DE MELLO et al., 2011).
Neste sentido, proteinas bioativas vém sendo utilizadas na terapéutica médica onde as
lectinas vegetais tornam-se cada vez melhor compreendidas em termos de estrutura
molecular, papel fisioldgico e bioldgico, além de serem um grupo de proteinas e
glicoproteinas com alto potencial para diversas atividades biologicas (DUBOIS et al.,
1998; LAM; NG, 2010; BAH; FANG; NG, 2013).

A concanavalina A (Con A), uma lectina tetravalente (mitégeno de células-T,
Ca2" / Mn?" dependente e de ligacdo a glicose/ manose) tem atraido atencdo crescente
dada sua potencialidade nas &reas médicas e biotecnoldgica, tais como o
desenvolvimento de biosensores utilizados para detectar respostas imunol6gica a
determinadas doencas (OLIVEIRA; CORREIA; DINIZ, 2009), agente anti-neoplasico
em ensaios pré-clinicos ou clinicos para a terapéutica do cancer (LI; WANG, 2011),
além de outras aplicagdes. No processo cicatricial a Con A é conhecida por provocar a
ativacdo proteolitica de metaloproteinases de matriz (MMPs) em fibroblastos (KIM et
al., 2010). Dubois et al. (1998) demonstraram que esta lectina induz a producdo da
protease MMP-9 por linfocitos in vitro; essa protease por sua vez, em associagdo com a

MMP-2, é fundamental para o processo cicatricial.

Outra modalidade terapéutica utilizada em processos de cura ¢ o LASER. Este €
uma forma de amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo; o termo

originou-se da abreviacdo: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation,
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estando basicamente classificado como de “alta poténcia” e de “baixa poténcia”.
(SANTUZZI et al., 2011). O fendmeno cicatricial ligado a aplicacdo do LASER tem
sido referido como "terapia laser de baixa poténcia” (LTBP) ou fotobioestimulagéo
(LIPOVSKY et al., 2012). O LASER ¢ utilizado para aumentar a funcdo mitocondrial e
a sintese de ATP, aumentando a proliferacdo celular, e acelerando assim o processo de
cicatrizacdo (SAMPAIO et al., 2013). As respostas celulares in vitro observadas apos
LTBP incluem a migracdo, proliferagdo e aumento da sintese de varias proteinas que
conduzem a reparagdo celular (SAMPAIO et al., 2013), no entanto, poucos estudos
avaliaram a sua eficacia em condicGes associadas com biomateriais em especial com as

lectinas.

Utilizamos a Andlise Protedmica que pode ser aplicada para a andlise de
misturas complexas de proteinas que tenham sido separadas por -eletroforese
bidimensional - 2DE (SHIN et al., 2014). As proteinas sdo, entdo, caracterizadas usando
varias técnicas analiticas. A principal vantagem desta abordagem é que ela permite tanto
a analise quantitativa quanto qualitativa das proteinas por examinar sua expressdo

diferencial comparativa entre tratamentos distintos (SHIN et al., 2014).

Diante disso, nosso estudo analisou os resultados da associacdo de duas
modalidades terapéuticas, o laser de baixa intensidade com a Concanavalina A (Con A).
Foi realizado a avaliacdo do efeito bioestimulador e regenerador da associacdo desses
dois recursos terapéuticos nos processos moleculares da cicatrizacdo, no periodo de trés

dias, utilizando analise protedmica e bioinformatica.
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2.1. Pele

A pele é um 6rgdo complexo que cobre toda a superficie do corpo e €
responsavel por cerca de 15% do peso total de um humano adulto com uma é&rea
superficial correspondente a cerca de 2m?2, sendo constituida por trés camadas:
epiderme, derme papilar e derme reticular, compostas respectivamente por epitélio
escamoso estratificado, frouxo e conjuntivo que contém fibras de colageno compacto
(JOEY; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009; IYOMASA et al., 2014).

A pele proporciona uma barreira fisica de protecdo entre o corpo e o ambiente,
impedindo as perdas de agua e eletrolitos, reduzir a penetracdo de substancias quimicas,
e protecdo contra  microrganismos  patogénicos (WIKRAMANAYAKE;
STOJADINOVIC; CANIC, 2014). A pele é importante na regulacdo da temperatura do
corpo, fornece vigilancia imunoldgica além de conter nervos sensoriais e autondmicos e
receptores sensoriais, que detectam os estimulos correspondentes ao toque, vibracéo,
pressdo, temperatura, dor e coceira (KHAVKIN; ELLIS, 2011).

2.1.1. Epiderme

Embriologicamente, a epiderme e seus apéndices desenvolvem-se da ectoderme
superficial, enquanto que a derme e a hipoderme desenvolvem-se da mesoderme. Na
quarta semana do desenvolvimento embrionario, uma Unica camada de ectoderme
envolve o embrido. Este simples epitélio recobre uma camada frouxamente organizada
da mesoderme indiferenciada conhecida como mesénquima. Por volta de seis semanas,
a ectoderme e a mesoderme subjacente comecam a proliferar e diferenciar-se. Foliculos
capilares, unhas e glandulas comecam a desenvolver-se no terceiro més. No final deste
periodo, feixes regulares de colageno aparecem na derme. O tecido conjuntivo
embrionario abaixo da derme desenvolve-se na camada subcutanea de tecido conjuntivo
frouxo caracterizado por ilhas de gordura (KHAVKIN; ELLIS, 2011).

A epiderme é um epitélio altamente especializado, que evoluiu para executar
varias funcdes de protecdo essenciais como impedir a perda de agua, excluir toxinas,
resistir a esfor¢cos mecanicos, participar de respostas imunes (incluindo protegdo contra
microrganismos e radiacdo ultravioleta), percepcédo sensorial (dor, temperatura e tato),

regulacdo da temperatura, homeostase de eletrolitos e troca gasosa (BLANPAIN;
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FUCHS, 2009; STAMATAS et. al., 2011; SIMPSON; PATEL; GREEN, 2011;
KHAVKIN; ELLIS, 2011).

Pode-se descrever a epiderme como um epitélio escamoso estratificado
terminalmente diferenciado e constituido principalmente por queratindcitos (95% das
células) que estabelecem uma barreira entre 0 organismo e 0 seu meio ambiente
formando uma rede adesiva organizada em camadas multiplas que sintetizam queratina
- uma proteina que contém cadeias polipeptidicas enroladas que se combinam para
formar supercoils (superenrolamento) de varios polipeptideos ligados por pontes
dissulfeto entre os residuos de cisteina adjacentes. Estas células também produzem
citocinas em resposta as lesdes (SIMPSON; PATEL; GREEN, 2011; VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010).

Séo divididas em quatro as principais camadas da epiderme, dependendo do
estado de diferenciacdo dos queratindcitos: estrato basal ou estrato germinativo, camada
espinhosa, camada granulosa, e estrato corneo (Figura 1). Na regido ventral das méos e
dos pés, ha uma camada adicional, denominada estrato Ilcido, pode ser identificada
entre o0 estrato cdrneo e estrato granuloso. Outros tipos de células encontradas na
epiderme incluem melandcitos, células de Langerhans e células Merkel (JOEY; LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2009).

16
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Figura 1. Camadas celulares da epiderme: Germinativa ou Basal; Espinhosa; Granulosa e

Cornea.
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Fonte: Cory L. Simpson, Dipal M. Patel e Kathleen J. Green, 2011.

Estrato Germinativo

A camada basal é composta de uma Unica camada de células cuboides, que
repousam sobre a membrana basal. Os melandcitos podem ser observados entre as
células basais da epiderme. As células basais podem proliferar e induzir células filhas
para diferenciacéo terminal, as quais dao origem a camada seguinte: camada espinhosa.
Esta apresenta geralmente uma espessura de 3 a 4 fileiras de células, sendo composta de
células poligonais com queratina pré-formadas. Os anexos desmossomais entre as
células aparecem como pequenas espinhas, dando origem ao nome estrato espinhoso,
também podem ser identificadas as células de Langerhans dentro desta camada (JOEY;
LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009; VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2010).

Os melandcitos sdo derivados a partir de células da crista neural e migram para a
epiderme, onde eles produzem a melanina e estdo distribuidos entre os queratindcitos

basais com a proporcdo de um melandcito para cada quatro a dez células basais. Esta
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proporcdo varia de acordo com a localizagdo anatdmica e a densidade méaxima de
melanadcitos na pele (WU; HAMMER, 2014).

A melanina é produzida a partir de tirosina através da enzima tirosina-quinase e
sdo armazenadas em melanossomas. Estes sdo transportados ao longo dos processos
dendriticos dos melandcitos para os queratindcitos adjacentes, onde formam uma
cobertura sobre o nucleo, protegendo-o dos efeitos prejudiciais da luz Ultravioleta
(UV). As variacdes étnicas na pigmentacdo sdo atribuiveis as atividades diferentes dos
melandcitos e ndo a diferenca no niumero de melandcitos (BALD et. al., 2014; CHOI et.
al., 2014).

Jé as células de Langerhans sdo células dendriticas apresentadoras de antigenos,
derivadas da medula 6ssea que desempenham papel importante como sentinelas do
sistema imunoldgico da pele (SCHUSTER et al., 2014). Representam de 3% a 6% de
todas as células da epiderme e sdo encontradas principalmente dentro da camada
espinhosa (KHAVKIN; ELLIS, 2011). Sua localizagdo na superficie lhes fornece acesso
antecipado aos patdgenos de pele, organismos comensais, produtos quimicos externos,
bem como auto-antigenos epidérmicos (IGYARTO; KAPLAN, 2013).

O transporte de antigenos pelas células de Langehans para linfonodos regionais
ocorre inicialmente por células sentinelas contendo receptores de reconhecimento nédo
clonais que irdo responder a padrdes moleculares associados a patdgenos especificos
(PAMPs) com a secrecdo de citocinas de prote¢do. Alternativamente, células dendriticas
(CDs) periféricas podem ingerir com antigenos estranhos do processo, seguidos de
migracdo através dos vasos linfaticos aferentes para os nddulos linfaticos proximos.
Peptideos derivados do antigeno serdo, entdo, carregados num complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) para apresentacdo as células-T virgens no tecido linféide.
A ligacéo de células-T para as moléculas co-estimulatorias e complexos MHC-antigeno
sobre os resultados da superficie CD na ativacao e subsequente diferenciacdo de células-
T em células efetoras capazes de iniciar uma resposta especifica ao antigeno. Este
processo é altamente eficiente, pois é necessario apenas um pequeno numero de CDs
para lancar um ataque imunitario grande e bem sucedido (KHAVKIN; ELLIS, 2011;
CHOPIN; NUTT, 2014; IGYARTO; KAPLAN, 2013).

A célula de Merkel (CM) é uma célula neuroenddcrina especifica da epiderme e
foliculos pilosos da pele, € a menor populacéo entre os muitos tipos de células cutaneas,
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acredita-se que estas funcionem como células mecanorreceptoras, encontradas na
camada basal mais especialmente na parte inferior das cristas epiteliais onde
desenvolvem relagOes estreitas com terminagdes nervosas sensoriais e produzem
diversas biomoléculas. Como a pele tem uma inervacdo autbnoma (simpético e
parassimpatico), estas células podem interagir ndo s6 com o0s neur6énios sensoriais, mas
também com outros tipos de células nervosas, assim, as células de Merkel podem
desempenhar um papel critico na manutencdo da homeostase da pele e desenvolvimento
do nervo cutaneo (NAGASE et al., 2009; LUCARZ; BRAND, 2007).

O estrato espinhoso é sucedido pelo estrato granuloso, que normalmente possui a
espessura de um a quatro queratinécitos que contem granulos intracelulares de querato-
hialina, de onde vem o nome desse estrato. O citoplasma dessas células também contém
granulos lamelares menores (corpos Odland). Componentes lipidicos no espacgo
intercelular desempenham um papel importante na funcdo de barreira e de coesdo
intercelular dentro do estrato corneo (KHAVKIN; ELLIS, 2011; VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2010).

A camada mais externa da epiderme é o estrato corneo (SC) composto por
queratindcitos achatados que perderam seus nucleos e organelas citoplasmaticas. Estas
células sdo embebidas numa matriz lipidica onde a estrutura do SC é muitas vezes
comparada a uma parede de tijolos, na qual os queratindcitos sdo os tijolos e a matriz
lipidica a argamassa (JOEY; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009). A matriz lipidica
forma uma via intercelular continua, considerada importante para a difusdo de
substancias através do SC. As principais classes de lipideos presente no SC sdo as
ceramidas, o colesterol e os &cidos graxos livres (OGURIA et al., 2014; SONG et al.,
2014).

As células encontradas no estrato lucido, chamadas de células de transicéo, ainda
sdo nucleadas e apresentam tempo de divisdo celular de aproximadamente 28 dias para
renovacdo a partir da camada cOrnea, mas isto pode ser alterado em varios processos
patolégicos (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2010).

2.1.2. Derme

A camada basal da epiderme € ligada a uma membrana basal, que se sobrepde a

camada de tecido conjuntivo conhecida como derme, esta é rica em fibras de colageno
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(principalmente os tipos | e Il) e dividida em duas regides distintas: a derme papilar
superior e a derme reticular inferior (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010; WATT;
FUJIWARA, 2011). A derme papilar esta localizada logo abaixo da juncdo dermo-
epidérmica e faz projecdes conicas para cima conhecidas como papilas dérmicas. Essas
projecdes interdigitam com sulcos epidérmicos, aumentando a area de interface dermo-
epidérmica e permitindo uma melhor aderéncia entre a derme e epiderme (KHAVKIN;
ELLIS, 2011).

A derme papilar é composta por feixes frouxamente organizados de colageno,
fibras eldsticas, fibrocitos, vasos sanguineos e terminacdes nervosas. A derme reticular é
mais espessa do que a derme papilar, sendo formada por tecido fibroso denso que
contém células, substancia fundamental e fibras, além de pequenas arteriolas e vénulas,
pequenos nervos, foliculos sebaceos (exceto as palmas das méos e plantas dos pés) e
ductos excretores das glandulas sudoriparas (PROST-SQUARCIONI et al., 2008;
VENUS; WATERMAN: MC NAB, 2010).

A substéncia fundamental € composta por polissacarideos e proteinas que
interagem para produzir proteoglicanos higroscépico, estes formam géis com poros de
tamanho variavel, que atuam como filtros que regulam a passagem de moléculas através
do espaco extracelular; fixam fatores troficos, permitem a formacdo de gradientes de
moléculas quimiotaticas, e absorvem moléculas-sinal para uma diversidade de funcdes
celulares, blogueiam e estimulam ou guiam a migracdo e dispersdo celular através da
matriz extracelular (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014). As células em maior
namero sdao os fibroblastos - células fusiformes com prolongamentos citoplasmaticos
longos, derivados de células mesenquimais multipotentes, que estdo intimamente
ligadas as fibras responsaveis pela arquitetura dérmica e resiliéncia. Formam uma
populacdo de células heterogéneas, que desempenha um importante papel na deposicao
de componentes da matriz extracelular (MEC), incluindo colagenos, elastina,
glicoproteinas, tais como a fibronectina, e glicosaminoglicanos (MCANULTY, 2007;
LI; WANG, 2011). Os fibroblastos sdo capazes de organizar uma complexa rede de
MEC, que fornece a pele sua propriedade de retengdo de &4gua e notaveis propriedades
biomecanicas (LI; WANG, 2011). Assim como outros tipos de células presentes na pele
(queratindcitos, celulas endoteliais, macrofagos), os fibroblastos também segregam
metaloproteinases de matriz (MMPSs), tais como colagenases e seus inibidores naturais,

os inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMPs). Combinado com a sintese de
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MEC, o equilibrio entre estas proteases e seus inibidores regula as propriedades
mecanicas da pele, a remodelacdo da MEC da pele intacta e também em feridas ou na
pele envelhecida e danificada (VEDRENNE et al., 2012).

Seguindo os sinais de lesdes internas ou externas, os fibroblastos da pele podem
adquirir um fenotipo miofibroblastico, no qual essas células podem contrair-se de uma
maneira semelhante ao musculo liso, proporcionando, assim, propriedades migratdrias e
contracteis maximas que sdo criticas para a cicatrizacdo de feridas, reparacdo e
"firmeza" da pele envelhecida e/ou foto exposta. Os miofibroblastos comecam a
aparecer na fase inicial da formagdo do tecido de granulacdo, se tornam mais
abundantes na fase de proliferacdo de cicatrizacdo de feridas, e desaparecem
progressivamente na fase posterior de cura, possivelmente através de um mecanismo
apoptotico (MCANULTY, 2007; CASTELA; GABBIANT, 2010; LI; WANG, 2011;
VEDRENNE et al. 2012).

Considerando que as membranas basais formam uma camada densa de malha
proteica plana subjacente a ancoragem de celulas epiteliais e endoteliais, o tecido
conjuntivo intersticial consiste de uma malha de proteina 3D de textura e composi¢édo
heterogéneas. O principal componente da MEC de tecidos intersticiais € o colageno
fibrilar tipo I que forma até 90% do teor de proteina dos tecidos conjuntivos, sua
estabilidade fisica € mediada principalmente por fibrilas de colageno, que sdo
mecanicamente estaveis e proporcionam uma estrutura de suporte para que outras
proteinas de MEC tais como fibronectina e gilcosaminoglicanos se conectem (WOLF et
al., 2009).

O colageno do tipo | € uma molécula em forma de bastonete com um
comprimento de aproximadamente 300 nm e um didmetro cerca de 1,5 nm. E composto
por trés cadeias polipeptidicas (por vezes chamados cadeias a), contendo cada uma um
pouco mais de 1000 aminodcidos; existem duas cadeias ol € uma cadeia 02. Toda a
molécula é composta por um dominio N-telopéptido, no inicio, um dominio de tripla
hélice e um dominio C-telopéptido no final (KWANSA; VITA; FREEMAN, 2013).
Estas proteinas tém como funcdo principal servir como um arcabouco estrutural na
formagéo de tecidos, servindo de molde para que os tecidos crescam (WOLF et al.,
2009).
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As demais celulas que compde a derme sdo os fibrocitos, fibroblastos
quiescentes desprovidos de atividade metabolica, com atividade fagocitica para
coladgeno. Os mastocitos que se originam a partir da medula déssea e sao distribuidos em
torno dos vasos sanguineos e das estruturas anexas da derme papilar. E ainda os
dendrécitos dérmicos representam uma populacdo heterogénea de células dendriticas
mesenquimais e podem agir como fagoécitos e células apresentadoras de antigenos
(KHAVKIN; ELLIS, 2011).

2.2. Cicatrizacéo

Os objetivos primarios do tratamento de feridas sdo o seu fechamento rapido e
uma cicatriz funcional e esteticamente satisfatéria (MENDONCA; COUTINHO, 2009;
MAYET et al., 2014). Desde o momento da lesdo, até o tecido atingir a sua
configuracdo final, sob a forma de uma cicatriz madura, meses ou mesmo anos, pode
decorrer. No entanto, a funcdo de protecdo da pele tem de recomecar imediatamente
para evitar a desidratacdo, infeccao, e a perda da integridade do tecido, por conseguinte,
a fase inicial de cura demora apenas alguns minutos (BUGANZA; KUHL, 2013).

A reparacao da ferida é realizada tanto por regeneracdo espontanea do tecido
dérmico quanto por meio de reparacdo do tecido conjuntivo, ambos ocorrem
independentemente de como a leséo tenha ocorrido e independente do tamanho da lesdo
se é confinada a trauma de tecidos moles ou uma ferida cirtrgica. O modo de reparagdo
é decidido em primeiro lugar pela profundidade do tecido envolvido, em ferimentos
leves, envolvendo a epiderme, a regeneracdo do tecido profundo € rapida, com
reepitelizacdo finalizada em torno de 7-10 dias, no entanto, em feridas que envolvem a
perda de tecido dérmico e anexos da pele, tais como foliculos capilares, glandulas
sebaceas e etc., a reepitelizacdo e, portanto, a regeneracdo ndo pode ocorrer, por
conseguinte, o corpo baseia-se na formacgdo de tecido conjuntivo para preencher o
déficit da ferida (BELDON, 2010).

A cicatrizacdo de feridas por intencdo priméria envolve a estreita aproximacgao
das bordas da ferida de uma laceragdo ou ferida cirdrgica por suturas, grampos ou
adesivo de pele. Ja a cicatrizacdo de feridas por segunda intencdo ocorre quando as

bordas da ferida ndo podem ser aproximadas, apresentando o leito aberto e o defeito
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posteriormente seria lentamente preenchido pelo tecido conjuntivo. Tais feridas
demoram a cicatrizar e sdo propensas a complicacbes como infeccdo. Normalmente,
este tipo de cicatrizagdo de feridas ocorre em pacientes com morbidades subjacentes
(por exemplo, vascular, Glceras diabéticas ou Ulceras de pressdo) ou em pacientes com
pos-deiscéncia da ferida cirargica (muitas vezes devido a infec¢do, hematoma ou tenséo
mecéanica) (GUO; DIOIETRO, 2010; BELDON, 2010; YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

O processo de cicatrizacdo € composto de uma série de estadgios complexos,
interdependentes e simultaneos, que sdo descritos em fases (SAMPAIO et al., 2013).
Independentemente da etiologia da leséo, os processos de reparacdo sdo semelhantes,
portanto uma ferida que resulta em dano tecidual, estimula uma resposta fisiologica
coordenada em fases consecutivas para fornecer hemostasia e iniciar 0s processos de
inflamacao, proliferacdo e remodelacdo da MEC (Figura 2) (YOUNG; NAUGHT, 2011,
AMAR; WU, 2014).

Figura 2. Evolugéo do processo cicatricial.

Fase Hemostasia ¢ Inflamatoria Proliferativa e Reepitelizagdo Maturagao
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Fonte: Modificado de Mayet et al.,2014.

2.2.1. Classificacao dos processos bioldgicos da cicatrizagédo

2.2.1.1. Hemostasia: Imediatamente ap6s a lesdo, o sistema imune inato é
ativado, colocando em movimento uma resposta inflamatéria local em que o organismo
tem de gerir o recrutamento de muitas células e fatores para o processo de cicatrizacéo e
auséncia da resisténcia mecanica da ferida. Esta resposta rapida comega com o
extravasamento sanguineo que preenche a area lesada com plasma e elementos

celulares, principalmente plaquetas. A agregacdo plaquetaria e a coagulagdo sanguinea
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geram um tampdo, rico em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma
barreira contra a invasao de microrganismos, organiza uma matriz provisoria necessaria
para a migracdo dos leucocitos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, além
de servirem como um reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo
liberados durante as fases seguintes do processo cicatricial (MENDONCA;
COUTINHO, 2009; KOH; DIPIETRO, 2011; REINKE; SORG, 2012).

No inicio da cicatrizacdo, o fluxo sanguineo reduzido rapidamente mediado pela
constricdo da arteriola leva a hipoxia tecidual e acidose. Isto promove a producao de
Oxido nitrico, adenosina e outros metabolitos vasoativos para provocar um reflexo de
vasodilatacdo e relaxamento dos vasos arteriais. Ao mesmo tempo, a libertacdo de
histamina a partir de mastdcitos atua também para aumentar a vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular, o que facilita a entrada de células inflamatorias para o
espaco extracelular em torno da ferida. Isso explica a aparéncia caracteristica quente,
vermelha e tdrgida dos primeiros momentos apos a lesdo (WILD et al., 2010; YOUNG,;
NAUGHT, 2011).

As plaquetas, essenciais a formacdo desse tampdo hemostatico, também
secretam multiplos mediadores incluindo fatores de crescimento liberados na area
lesada. Induzidas pela trombina, ainda sofrem a degranulagdo plaquetaria e liberam
varios fatores de crescimento, como o derivado de plaquetas (PDGF), o de crescimento
transformante-p (TGF-B), o de crescimento epidérmico (EGF), o de crescimento
transformante- a (TGF-a) e o fator de crescimento de células endoteliais (VEGF), além
de glicoproteinas adesivas como a fibronectina e trombospondina, que sdo importantes
constituintes da matriz extracelular provisoria. Mais ainda, a ativacdo da cascata de
coagulacdo e do complemento, juntamente com a liberagdo dos fatores de crescimento e
ativacdo de células parenquimatosas pela lesdo, produz numerosos mediadores
vasoativos e fatores quimiotaticos que auxiliam o recrutamento das células inflamatorias
no local da ferida (ISAAC et al., 2010; GUO; DIPIETRO, 2010; BELDON, 2010;
YOUNG; NAUGHT, 2011; MAYET et al., 2014; HU et al., 2014).

2.2.1.2. Fase Inflamatdria: O objetivo principal desta etapa da cicatrizacdo de
feridas é prevenir a infeccdo. Nesta fase, ocorrerd, primeiramente, a migracdo de
neutréfilos dos vasos sanguineos para a ferida, que serd mediada pela ligacdo a

selectinas super-expressas de endotélio ativado. Este tecido teve sua fisiologia alterada
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por IL-1 (interleucina-1) e TNF-a (fator de necrose tumoral-a), ambos secretados por
macrofagos e pelo proprio endotélio, sendo que a primeira citocina também é expressa
por queratindcitos (YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

Posteriormente, mondcitos se infiltrardo em resposta a estimulos semelhantes
aos de neutrdfilos, e se diferenciardo em macrofagos sob o estimulo de substancias
como o IFN-y (interferon-y), estas ultimas células desempenham multiplos papéis na
cicatrizacdo. No inicio da lesdo, os macrofagos liberam citocinas que promovem a
resposta inflamatdria, recrutando e ativando leucdcitos adicionais, que sdo responsaveis
também por induzir e remover as células em apoptose (incluindo neutrdéfilos), abrindo
assim o caminho para a resolucdo da inflamacdo. Visando degradar elementos da matriz
extracelular e tecido necrético para facilitar a migracdo celular no leito cruento,
neutrofilos e macrofagos utilizam, além da fagocitose, metaloproteinases (proteinases
de elementos da matriz). Sendo assim, os macrdfagos sofrem uma transi¢do para um
estado fenotipico reparador que estimulam queratindcitos, fibroblastos e endotélio para
promover a regeneracdo do tecido, realizando desta forma a transicdo para a fase
proliferativa da cicatrizacdo (GUO; DIPIETRO, 2010; REINKE; SORG, 2012).

2.2.1.3. Fase Proliferativa: Esta fase € caracterizada por fibroplasia,
angiogénese e reepitelizacdo. Na fibroplasia ocorrerd migracdo e proliferacdo de
fibroblastos que sdo estimulados pelo fator de crescimento de fibroblastos béasico
(bFGF) e fator de crescimento tumoral-f a partir de macrofagos e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), a partir de plaquetas. Na primeira semana, 0S
fibroblastos produzem glicosaminoglicanos (&cido hialurénico), proteoglicanos e
colageno; estes produtos sdo as principais substancias extracelulares do tecido de
granulacdo. A sintese de colageno, para formar uma nova MEC é um processo
multicamadas em que inicialmente, os chamados ‘colageno I’ compreendem cerca de
30% de tecido de granulacdo e ndo contribui para a resisténcia a tracdo da ferida,
posteriormente este colageno amadurece e é convertido em ‘colageno I’, normalmente
encontrado no tecido dérmico adulto (BELDON, 2010; WILD et al., 2010).

As células epiteliais utilizam-se da matriz proviséria como um substrato para a
reepitelizacdo e continuam a migrar para o interior a partir da borda da ferida até que o
leito defeituoso seja coberto, neste ponto, a inibicdo de contato induz a transformacéo

de fibroblastos em miofibroblastos (tipo de célula intermédia entre os fibroblastos e as
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células do musculo liso) que contém fibras de actina contracteis que se ligam as fibras
de coladgeno puxando-as em direcdo a eles, sendo este fendmeno responsavel pela
contracdo da ferida e estimulado por TGF-B e PDGF. Simultaneamente, as células
endoteliais também produzem metaloproteinase (MMP), enzimas de degradacdo da
matriz extracelular adjacente para criar defeitos do tecido no qual os vasos capilares
infiltram-se para formar uma rede a partir da qual ird surgir a formacéo de arteriolas, e
assim a vascularizacdo € restaurada. Este processo de angiogénese também é
interdependente da produgdo de uma nova MEC, que atua como uma estrutura de
suporte para apoiar 0s vasos sanguineos recentemente formados (MAYET et al., 2014;
BIELEFELD; AMINI; ALMAN, 2013; LI; WANG,2011).

2.2.1.4. Fase de Remodelacdo: Esta é a ultima fase do processo de cicatrizagdo
e é responsavel pelo aumento da resisténcia do leito danificado, durante o qual os
fibroblastos regulam o processo de degradacdo da matriz da ferida através das
metaloproteinases de matriz (MMPSs) e a sintese de nova matriz extracelular com o
objetivo de remodela-la para uma arquitetura que se aproxime do tecido normal,
caracteristica essencial da fase de remodelacdo. Nesta fase, a regressdo de muitos dos
capilares recém-formados também ocorre, de modo que a densidade vascular da ferida
possa voltar ao normal. Como a remodelacdo continua, as metaloproteinases de matriz
colagendlise atingem um estado de equilibrio com a sintese de coladgeno. Ao final da
primeira semana ap6s o surgimento da ferida, ocorre restauracdo de 3% da resisténcia
da pele integra; ao final da terceira semana, 30%, e de trés meses, 80%. Isto reflete uma
diminuicdo da deposicéo de colageno, do nimero de ligacOes cruzadas feitas entre seus
mondmeros e da mudanca do tipo Ill para o I. Em cerca de um ano ou mais, a relacao
entre o colageno | e 11l atinge proporcdo semelhante a anterior a ferida, entretanto a
ferida nunca atingira 100% de sua resisténcia fisiolégica (BELDON, 2010; GUO;
DIPIETRO, 2010; WILD et al., 2010; BIELEFELD; AMINI; ALMAN, 2013; MAYET
etal., 2014; AMAR; WU, 2014).



Marinho Ribeiro, AM.B. 27

Cicatrizacao - Anélise protebmica — Con A e Laser

Tabela 1: Citocinas envolvidas no processo de cicatrizacdo, seus efeitos biologicos e células

produtoras.

Citocinas
IL-1 (interleucina-1)

IL-8 (interleucina-8)

IFN-y (interferon gama)

TNF- a (fator de necrose tumoral alfa)

EGF (fator de crescimento epidérmico)

FGF (fator de crescimento dos
fibroblastos)

KGF (fator de crescimento dos
queratindcitos)

HGF (fator de crescimento dos
hepatocitos)

VEGEF (fator de crescimento vascular
endotelial)

PDGF (fator de crescimento derivado de
plaguetas)

TGF-B (fator transformador do
crescimento beta)

Células produtoras

Macrofagos, Endétélio, Queratindcitos

Macroéfagos, Fibroblastos

Macrofagos

Macréfagos, Endotélio

Plaquetas, Macréfagos

Macrofagos, Endotélio, Fibroblastos

Fibroblastos

Células Mesenquimais
Macréfagos, Queratindcitos
Plaquetas, Macro6fagos, Endotélio,

Queratinécitos

Plaquetas, Macrofagos, Endotélio,
Querarinécitos, Fibroblasto

Efeito biolégico

Super-expressao de selectinas no
endotélio e aumento da sintese de NOSi.
Quimioatraente para polimorfonucleares e
macroéfagos.

Diferenciacdo de mondcitos em
macréfagos e ativacédo destes; aumento
da sintese de NOSi.

Super-expressao de selectinas no
endotélio, aumento da sintese de NOSi e
supra-regulacéo de integrinas.
Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos;
proliferacéo e quimioatracéo de
gueratindcitos.

Quimiotaxia e proliferacao de fibroblastos
e queratinocitos; potente fator
angiogénico.

Quimiotaxia e proliferacdo de
gueratindcitos.

Quimiotaxia e proliferagao de
gueratindcitos.

Potente fator angiogénico.

Quimiotaxia de polimorfonucleares;
proliferagcdo de fibroblastos e
diferenciacéo para miofibroblasto;
degradacao do colageno | e sintese do Il
Quimiotaxia de polimorfonucleares;
sintese de NOSi; proliferacao de
fibroblastos e diferenciacao para
miofibroblasto; degradacéo do colageno
11l e sintese do I; fator angiogénico.

Fontes: BROUGHTON, JANIS et al., 2006; TOWNSEND, BEAUCHAMP et al., 2011;
GURTNER, WERNER et al., 2008; LI, CHEN et al., 2007

2.3. Lectinas

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, aglutinantes de células e

glicoconjugados, com um dominio n&do catalitico de reconhecimento seletivo e

reversivel a carboidratos e substancias contendo agucares. O dominio néo catalitico,

também é responsavel pela precipitacdo de polissacarideos e glicoconjugados através

dos glicanos livres ou agucares em glicoproteinas e glicolipidos, sem alterar a estrutura

de hidratos de carbono. S&o proteinas amplamente distribuidas na natureza, em

microrganismos, plantas, animais e seres humanos, agindo como mediadores de uma

ampla gama de eventos bioldgicos que envolvem o passo crucial no reconhecimento

proteina-carboidrato, como por exemplo, na comunicacdo celular, na defesa do
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hospedeiro, na fertilizacdo, no desenvolvimento de células, em infecgdes parasitarias, na
metastase tumoral, inibicdo da formacdo de biofilmes da placa dentéria, inflamacéo,
entre outros. (SILVA et al, 2014; CAVALCANTE et al., 2013; MARTINS;
SILVEIRA; CAVALTI, 2012; LI; WANG, 2011; LAM; NG, 2010; MACIEL,
ARAUJO; NAKAZAWA, 2004).

No reino das plantas, as sementes tém sido conhecidas por serem uma fonte rica
de lectinas, compreendendo até 10% do conteudo total de proteina. Por isso, as lectinas
de plantas sdo os elementos mais exaustivamente investigados, especialmente o0s
extraidos de membros da familia Leguminosae. Lectinas de leguminosas sdo um grande
grupo de proteinas que partilham um elevado grau de semelhanca estrutural com as
especificidades a carboidratos distintos. A subtribo Diocleinae (Leguminosae)
compreende 13 géneros, no entanto, apenas trés destes géneros (ou seja, Canavalia,
Cratylia e Dioclea ) sdo considerados as principais fontes para a purificacdo de lectinas
(TEIXEIRA et al., 2012, VAREJAO:; ALMEIDA; CICCO, 2010; MARTINEZ et al.,
2010).

E importante destacar que o estudo de lectinas extraidas de leguminosas sempre
leva em consideracdo suas homologias com a Concanavalina A (Con A), isolada a partir
de sementes da Canavalia ensiformis (feijdo de porco) sendo a lectina desse grupo
taxondmico mais bem estudada em relagdo a sua estrutura e suas atividades bioldgicas.
Grande conservacdo de sequéncia e estrutura nos dominios de reconhecimento a
carboidrato e nos sitios hidrofébicos foi constatada a partir de estudos comparativos.
Devido a essa homologia, as demais lectinas dessa familia sdo denominadas de Con A-
like (ARAUJO; VASCONCELOS; MARTINS, 2010; CAVALCANTE et al., 2013).

Historicamente a Con A comecou a ser estudada em 1916 com o objetivo de
isolar duas globulinas de feijdo de porco. Foi a primeira lectina de legume a ser
purificada e cristalizada em 1936 e mais tarde, em 1972, a estrutura principal e a
estrutura tridimensional da Con A foram elucidadas (LI et al., 2010; SHARON; LIS,
2004).

As lectinas desse grupo normalmente possuem cerca de 220 a 250 residuos de
aminoacidos (cerca de 30 kDa) por monémero (0 monémero maduro de Con A é
composto por 237 aminoacidos), sdo extremamente semelhantes quanto aos aspectos

estruturais e apresentam o mesmo tipo de enovelamento em relagdo a seus monémeros.
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Esses mondmeros sdo compostos exclusivamente de sete fitas beta “front face” e seis
fitas beta “back face” interligadas por voltas e alcas formando uma estrutura na forma
achatada. Esse tipo de enovelamento ¢é conhecido como “B-sanduiche”, por ser
composto de fitas betas antiparalelas (cerca de 60%). A orientacdo antiparalela das fitas
beta e a mudanca entre uma face e outra, forma uma estrutura estavel, explicando em
parte a extrema resisténcia das lectinas de leguminosas a acdo de muitas enzimas.
Quatro loops localizados na parte superior da estrutura tridimensional da lectina formam
o0 sitio de ligacdo do monémero, onde é complexado o agUcar. Entretanto, as formas
biologicamente ativas das Con A-like encontram-se di- ou tetramerizadas, fato este
influenciado pelo pH do meio, pH > a 5,5, apresentando-se como um tetramero,
enquanto que para pH < 5,5, apresentam-se como dimero (Figura 3) (LI et al., 2010; LI;
WANG, 2011).

Figura 3: Estruturas moleculares da Concanavalina A (Con A). (A) Estruturas primarias e secundarias da
Con A, (B) Estrutura tridimensional cristalizada da Con A; (C) Estrutura quaternéaria da Con A.
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Fonte: LI; WANG, 2011.

Seus monémeros possuem dois sitios de ligacdo altamente conservados para 0s

fons divalentes Ca™* e Mn™ os quais sdo essenciais para estabilizacio da proteina e
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coordenacdo das moléculas de carboidratos. Foi observado que a capacidade de
reconhecer o aclcar depende da presenca desses ions estando localizados a uma
distancia de aproximadamente 4.5A um do outro, e s&o coordenados por cadeias laterais
constituidas de oito aminodcidos e trés moléculas de dgua (KAUSHIK; MOHANTY;
SUROLIA, 2009; ABHILASH et al., 2013).

2.3.1. Lectinas e o processo inflamatdrio

Os carboidratos atuam como intermediarios na comunicagdo em pProcessos
bioldgicos, tais como a diferenciacéo, proliferacdo e certas interac6es célula-célula que
sdo crucialmente importantes em ambos os fendmenos fisiologicos e patologicos
(SACCHETTINI, BAUM, BREWER, 2001; DI LELLA et al., 2011). A informacao
contida na enorme variedade de estruturas de oligossacaridos normalmente conjugados
com lipidos ou proteinas na superficie de células (glicocddigos) € reconhecida e
decifrada por um grupo especializado de proteinas estruturalmente diverso, as lectinas
(DI LELLA et al., 2011).

No sistema imunitario, duas fases de atividade podem ser claramente
demonstradas: a resposta imune inata e a resposta imunitaria adaptativa. Na primeira,
existe a atividade de células e citocinas de uma forma ndo especifica, com o principal
objetivo de aniquilar rapidamente os agentes danificadores de locais. Nesta fase,
destacam-se os neutrofilos, eosindfilos, basofilos e macréfagos, células com atividades
bem estabelecidas, mas com a fun¢cdo comum de producédo e liberagdo de citocinas.
Estas citocinas sao moléculas com varias funcdes no processo inflamatério, tal como
qguimiotaxia, ativacdo de certos grupos de células e aumento da perfusdo tecidual
(RODRIGUEZ; LOPEZ-VAZQUEZ; LOPEZ-LARREA, 2012).

Por outro lado, a resposta imune adaptativa é composta por outro conjunto de
células que atua de forma mais especifica, os linfocitos. Essas células sdo responsaveis
pela producédo de anticorpos especificos para determinados microrganismos invasores e
da ativacdo de mecanismos de apoptose em células anormais (DANESE; FIOCCHI,
2011).

A utilizacdo de plantas como material para o tratamento de feridas € bem
conhecida e amplamente utilizado, sendo assim, pCramoll (lectina 82% homologa a

ConA) demonstrou elevada atividade cicatrizante (SILVA, et al, 2014). E de especial
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interesse cientifico a utilizacdo de moléculas capazes de induzir o recrutamento de
células, bem como das citocinas, producdo e proliferacdo de linfécitos (TEIXEIRA et
al., 2012).

Um estudo pioneiro investigou os efeitos da pCramoll no tratamento de feridas
cuténeas utilizando ratos normais e imunocomprometidos. Foi realizada administragdo
topica diaria de pCramoll (100 L a 100 g / ml) que resultou na reparacdo das lesdes
experimentais, onde estas apresentaram maior edema, aumento da infiltracdo de células
polimorfonucleares, maior intensidade de tecido de granulagéo e deposicao de fibras de
coldgeno (MELO , PORTO, MELO et al., 2011).

Posteriormente um segundo estudo foi desenhado para avaliar a acdo de um
hidrogel contendo pCramoll no tratamento de queimaduras de segundo grau em ratos e
obtiveram reepitelizacdo, aceleracdo da granulacdo, processo de reepitelizacdo e
retracdo de feridas. Foi relatado pelos autores que o tratamento ndo provocou alteracfes

nos parametros bioquimicos e hematolégicos. (PEREIRA, RIBEIRO et al., 2012).

Oliveira et al. (2011) demonstraram a atividade imunomoduladora de ConBr,
uma lectina isolada a partir de sementes de Canavalia brasiliensis. Os ensaios
mostraram que ConBr foi capaz de induzir a proliferacdo in vitro de esplenécitos com o
minimo de danos para a estrutura celular. Além disso, ConBr aumentou a producéo de
citocinas, tais como IL-2, IL-6 e a produgdo de IFN-y e diminui¢do da IL-10. Estes
resultados indicam o efeito imunomodulador potencial desta lectina em conjunto com a
funclo intrinseca de carboidratos na comunicacdo intercelular relacionada com o

processo inflamatdrio.

Em relagdo a atividade de lectinas em linfocitos, Melo et al. (2010) avaliou o
efeito da lectina Cramoll 1,4, extraida de sementes de Cratylia mollis Mart., em culturas
de linfécitos de ratos. Neste estudo, os aspectos diretamente relacionados com a
inflamacéo, como a producdo de citocinas, e a citotoxicidade celular de producdo de
oxido nitrico (NO) foram avaliados. Cramoll 1,4 ndo demostrou citotoxicidade as
concentragOes testadas, em adicdo, foi capaz de induzir o IFN-y e mostrou uma
atividade anti-inflamatoria através da supressdo da producdo de NO. Ademais, as
lectinas exercem um efeito imunoestimulante em quantidades baixas e um efeito
citotoxico para concentragdes mais elevadas (MARTINS; CALEY; O’TOOLE, 2012).
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A funcdo bioldgica dos carboidratos em eventos de inflamagdo é bem definida.
Neste contexto, as proteinas que se ligam especificamente a tais glicanos séo de grande
interesse devido as suas possiveis funcbes e aplicacdes em estudos biotecnoldgicas
(TEIXEIRA et al., 2012).

2.4. Fototerapia

O laser € uma forma de amplificacdo da luz por emisséo estimulada de radiacao;
0 termo originou-se da abreviacdo: Light amplification by stimulated emission of
radiation, (SANTUZZI et al., 2011). Lasers terapéuticos estdo identificados e
diferenciados dos lasers cirurgicos por diferentes nomes incluindo suave, frio,
fototerapia, fotobiomodulacdo, terapia laser de baixa intensidade (LTBI) ou laser terapia
de baixa potencia (LTBP) envolvem a aplicacdo de luz (geralmente luz laser de um
comprimento de onda especifico ou um diodo emissor de luz) para estimular os
processos celulares (MAGHRABY et al., 2013; HOURELD, 2014).

Lasers terapéuticos (ou de baixa poténcia) sdo utilizados para o tratamento de
lesbes de tecidos moles e duros e sdo classificados como classe Ill dos dispositivos
meédicos. Sistemas de laser utilizados para bioestimulagdo incluem Argénio, HeNe,
galio-aluminio, Nd: YAG, e o galio-aluminio- arsenieto (GaAlAs) lasers de diodo
(MAGHRABY; ROUBY; SAAFAN, 2013). Os efeitos da fototerapia sdo quimicos e
ndo térmicos. A energia que é entregue a células produz mudancas de temperatura
insignificantes e minimas, tipicamente na gama de 0,1-0,5 ° C, sendo o poder tdo baixo
gue ndo ha quebra de biomoléculas nem desnaturacdo de proteinas. (HSU et al., 2010;
HOURELD, 2014).

A premissa béasica desta terapia, € que feixes luminosos com longos
comprimentos de onda estimulam o metabolismo e producdo de energia celular. Os
lasers de baixa intensidade utilizados na pratica clinica para o tratamento de condi¢cfes
dermatoldgicas localizam-se no espectro eletromagnético visivel entre 400 a 770 nm,
sendo que trés grandes moléculas foto-aceptoras em tecidos de mamiferos sdo
conhecidas por absorver a luz na faixa do vermelho e infravermelho proximo (NIR):

hemoglobina, mioglobina e citocromo-c oxidase.
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Dos trés, apenas o citocromo-c oxidase tem sido associado com a producéo de
energia (RILEY; LIANG; EELLS, 2005; MITCHELL; JOHNSON; MYRER, 2012). Os
foto-aceptores participam do metabolismo celular e ndo estdo ligados a uma resposta
luminosa, tais como a clorofila que € um fotorreceptor dependente da luz. Uma vez que
a energia dos fdotons é absorvida, o foto-aceptor assume um estado eletronicamente
excitado, que por sua vez estimula o metabolismo celular, através da ativacdo ou
desativacdo de enzimas que alteram outras macromoléculas, tais como DNA e RNA
(HASHMI et al., 2010; AVCl et al., 2013; FARFARA et al., 2015; CHEN et al., 2014).
A energia que é absorvida pelo foto-aceptor pode ser transferida para outras moléculas
que provocam reacBes quimicas no tecido circundante; este, em seguida, da origem a
efeitos observaveis a nivel bioldgico. A energia do féton é absorvida pelos croméforos
causando um aumento do trifosfato de adenosina (ATP) e da permeabilidade da
membrana celular, o que conduz a ativacdo de mensageiros secundarios, que por sua
vez ativam uma cascata de sinais intracelulares; ha também um aumento no potencial de

membrana mitocondrial e um gradiente dos canais da membrana (HOURELD, 2014).

A laserterapia de baixa intensidade tem se mostrado uma alternativa anti-
inflamatoria com efeitos semelhantes aos observados na terapia com anti-inflamatérios
ndo-esteroidais, inibindo e/ou diminuindo a concentracdo de prostaglandina ES2
(PGE2), ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e histamina. Dessa forma a laserterapia pode ser
capaz de modular a inflamagdo em varios tecidos e apresenta vantagens como método
ndo invasivo, ndo farmacoldgico, e com baixo indice de efeitos colaterais (PIVA et al.,
2011).

2.5. Protebmica

A protedmica € um campo da pesquisa que surgiu para complementar a
genémica (BUHIMSCHI; BUHIMSCHI, 2010). E uma fonte particularmente rica fonte
de informacdo bioldgica, pois as proteinas estdo envolvidas em quase todas as
atividades bioldgicas e também possuem diversas propriedades que contribuem
coletivamente para a compreensdo de sistemas bioldgicos (PATTERSON;
AEBERSOLD, 2003). Sendo assim, 0 proteoma ndo € apenas a soma dos produtos
traduzidos a partir das sequéncias gendmicas, mas inclui também proteinas resultantes
de processos pds-transcricionais e pds-traducionais, bem como complexos formados por

essas biomoléculas. Além de sua grande complexidade, o proteoma € dindmico e seu
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perfil se altera de acordo com a condicdo fisioldgica e as fases da diferenciacéo celular.
Algumas estimativas sugerem que mais de um milhdo de diferentes tipos de proteinas
estdo presentes nas células, tecidos e fluidos corporais em condi¢cBes e/ou momentos
distintos. O termo protedmica refere-se ao estudo do conjunto dessas moléculas, que séo
responsaveis direta ou indiretamente pelo controle de todos ou quase todos 0s processos
bioldgicos (BARBOSA; VIDOTTO; POLACHINI, 2012).

Os principais objetivos da protedmica vao além da simples catalogacdo das
proteinas que as celulas expressam em estados de saude e doenca. O objetivo final é
elucidar a organizacéo e dindmica metabdlica, sinalizag&o e redes de regulacdo por meio
do qual a vida da célula é transacionada. Além disso, a protebmica procura entender
como essas redes se tornam disfuncionais na doencga, e para prever como a sua fungéo
pode ser manipulado através de intervencgdes, tais como drogas e manipulacdes
genéticas (LEIGH; ALASTAIR; STEINER, 2000).

A protedbmica abrange trés principais areas: 1) protebmica estrutural -
caracterizacdo de proteinas, incluindo modificagdes pos-traducionais; 2) protéomica
comparativa - comparacdo da expressdo proteica entre dois estados fisioldgicos; 3)
interacdo proteina-proteina usando técnicas como espectrometria de massas e
ferramentas de bioinforméatica (PANDEY; MANN, 2000; FLOWLER et al., 2002).

A separacdo de proteinas a partir de misturas complexas de proteinas é possivel
através de uma série de tecnologias de alta capacidade. Algumas destas técnicas
experimentais fazem uso de propriedades intrinsecas das proteinas (BUHIMSCHI;
BUHIMSCHI, 2010). As mais importantes incluem, a separacdo de proteinas de alta
qualidade em duas dimensbes, a caracterizacdo de proteinas separadas por
espectrometria de massa, e a mineracdo de informacdes usando ferramentas em
bioinformatica (DHINGRA et al., 2005).

A tecnologia mais comumente utilizada para a analise de variabilidade entre as
amostras de proteina é o método de eletroforese em gel bidimensional (2DE), que
separa as proteinas (> 10 kDa) de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) e a massa
molecular (MM) (SIWY et al., 2011). As amostras sdo desnaturadas, processadas, e
separadas de acordo com 0s seus pontos isoelétricos, posteriormente esta mistura é
separada numa matriz de gel de acordo com o peso molecular. Pontos individuais

(spots) de proteinas sdo entdo corados e as proteinas detectadas sdo cortadas e digeridas
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em fragmentos que serdo analisados por espectrometria de massa de alta resolucédo
(PIERCE et al., 2007).

Fundamentalmente, um espectrdmetro de massa (MS) é usado para medir 0s
indices da razdo massa-carga (m / z) de ions, uma métrica a partir da qual podemos
determinar o peso molecular (YATES, 2011). Este processo envolve trés passos: Em
primeiro lugar, as moléculas devem ser convertidas em ions e lancados em fase gasosa,
0 que coloca um desafio considerdvel para moléculas em fase solida ou liquida. Em
seguida, os ions sdo separados por seus valores m / z via campos elétricos ou
magnéticos em um analisador de massa. Finalmente, os ions sdo separados e a
abundancia de cada espécie com um determinado valor m / z sdo detectados (YATES,
2011). Para este processo, O MS possui fonte de ioniza¢do, como o0 MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorpion lonization) ou o ESI (Electro Spray lonization)
(HOFFMANN; STROOBANT, 2007), e um analisador de massas Time-of-flight
(TOF), Quadrupole ou lon Trap, que podem ou ndo estar associados em serie para uma
melhor separacdo e andlise das proteinas (YATES et al., 2009). Com isso sdo obtidos
espectros de massa tipicos de uma determinada proteina ou peptideo, determinando a
sequéncia dos aminoacidos através do sequenciamento de novo ou compara os dados de
massas obtidos nos espectros (Peptide Mass Fingerprinting - PMF) com base de dados
de proteinas conhecidas, a fim de identifica-las (YATES et al., 2009).

A nivel molecular, a compreensdo das funcdes fisioldgicas essenciais da pele, e
em particular as alteracdes qualitativas e quantitativas do proteoma induzido pela

exposicao a biomoléculas e a luz laser em lesdes cuténeas, estad incompleta.

Progressos recentes no seqienciamento do genoma apresentaram impacto
significante nas pesquisas cientificas, porém, muito pouco se obteve em relagdo a
informacao dos produtos dos genes, as proteinas. A protebmica é a ciéncia que estuda o
conjunto de proteinas codificadas pelo genoma, sendo assim, a analise das proteinas se
faz necessaria, pois o estudo genémico nao refletiria a estrutura dindmica das proteinas,

onde os processos da ferida inicialmente ocorrem.
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4. Objetivos
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4.1. Objetivo Geral

Associar a aplicacdo da Concanavalina A (con A) a laser terapia de baixa
intensidade, em feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar, para a avaliacao da resposta

molecular no processo cicatricial no periodo de trés dias.

4.2. Objetivos Especificos

e Andlisar quantitativamente e qualitativamente através da protedmica e
bioinformatica as amostras de tecidos tratados pela laserterapia de baixa
intensidade (A = 660nm) em feridas cutaneas.

e Andlisar quantitativamente e qualitativamente através da protebmica e
bioinformatica as amostras de tecidos tratados pela lectina Con A em
feridas cutaneas.

e Andlisar quantitativamente e qualitativamente através da protebmica e
bioinforméatica as amostras de tecidos tratados pela lectina Con A
associada a laserterapia de baixa intensidade (A = 660nm) em feridas
cutaneas.
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Resumo

A cicatrizagdo de feridas é um processo complexo com sobreposicdo de eventos. A fim
de acelerar o processo de cicatrizacdo este estudo examinou os efeitos da terapia a laser
de baixa poténcia (LTBP 4 J / cm2 e L = 660 nm) e a lectina de sementes de Canavalia
ensiformis (Con A, 100 ug / ml) na pele apés a ferida cirtrgica lesdo (1 cm?) no dorso
dos ratos. Vinte e quatro ratos (machos, 250 a 300 g) foram divididos em 4 grupos (n =
6): o grupo de controle (C), 0,1 ml de NaCl a 0,9% (p / v); Con A (ConA); Con A
associada com LTBP (CL) e LTBP (L). Aos 3 dias ap6s a lesdo inicial, as amostras
foram coletadas para andalise protedbmica. A analise protedmica dos 85 pontos
diferencialmente expressos foi detectada através da comparacdo dos grupos tratados
com o grupo controle, destes, foram identificados 56 pontos, 0 que representa 66,24%
do total, foram muitas as proteinas potencialmente relacionadas com a cicatrizacao de
feridas. Conclui-se que a combinacdo de terapias, a laser e a aplicacdo de Con A, foi
eficaz no processo de cicatrizagdo observando um aumento na expressdo de proteinas
associadas com a reducdo da inflamagdo, remodelacdo de tecido, divisdo celular,
regeneragéo e principalmente adeséo celular observada exclusivamente no grupo tratado
com a associagdo da Con A e o laser de baixa poténcia, oferecendo-nos insights sobre a
dindmica da acéo de as terapias.
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Abstract

Wound healing is a complex process with overlapping events. In order to accelerate the
healing process of this study examined the effects of low-level laser therapy (LLLT 4 J/
cm? and A = 660 nm) and the lectin from Canavalia ensiformis (Con A, 100ug / ml) in
the skin wound after surgical injury (1 cm?) on the back of rats. Twenty four mice
(male, 250- 300 g) were divided into 4 groups (n = 6): control group (C), 0.1 ml of
0.9% NaCl (w / v); Con A (ConA); Con A associated with LLLT (CL) and LLLT (L).
At 3 days after the initial injury, the samples were collected for proteomic analysis. The
proteomic analysis of differentially expressed 85 points detected by comparing the
treated groups with the control group, these 56 points were identified, representing
66.24% of the total, many proteins were potentially related to wound healing. We
conclude that the combination of therapies, laser and application of Con A, was
effective in the healing process observed an increase in proteins expression associated
with reduction of inflammation, tissue remodeling, cell division and regeneration, which
offered insights into the dynamics of action of the therapies.
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1. Introducéo

O processo de reparacdo e a cicatrizacdo de uma ferida existem para restaurar a
integridade anatémica e funcional do tecido e caracteriza-se por uma complexa série de
eventos bioquimicos e celulares, simultaneos e interdependentes, em resposta a lesdo
tecidual [1]. Lesdo resulta em danos nos tecidos e independentemente da causa, 0s
processos de reparacdo sao semelhantes, atraves de uma resposta fisioldgica coordenada
em fases sucessivas para fornecer hemostasia iniciando a inflamagéo, proliferacéo e

remodelacdo da matriz extracelular (MEC) [2,3].

Ao longo do tempo, o homem sempre empregou artificios com o intuito de
aperfeicoar o processo cicatricial através do uso de substancias ou procedimentos. Por
sua vez biomateriais, que podem ser definidos como qualquer molécula que tenha a
capacidade de interagir com o sistema bioldgico, sem inducdo de uma resposta adversa
no hospedeiro; vem sendo usados na recuperacgdo de lesdes [4]. Neste sentido, proteinas
bioativas vém sendo utilizadas na terapéutica médica onde as lectinas vegetais tornam-
se cada vez melhor compreendidas em termos de estrutura molecular, papel fisioldgico
e bioldgico, além de serem um grupo de proteinas e glicoproteinas com alto potencial

para diversas atividades bioldgicas [5,6].

A concanavalina A, Con A, (um mitégeno de células-T, Ca 2* / Mn 2*
dependente e de ligacdo a glicose/ manose) tem atraido atencdo crescente para as suas
atividades com muitas aplicacbes médicas, tais como o desenvolvimento de biosensores
para respostas imunolégica a doencas [7,8]. E uma lectina tetravalente conhecida por
causar a ativacdo proteolitica de metaloproteinases de matriz (MMPs) em fibroblastos,
sendo amplamente utilizada para estudar a secrecdo de MMP no processo de

cicatrizagdo [9,10].

Outra modalidade terapéutica utilizada em processos de cura é o0 LASER. Este é
uma forma de amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo; o termo
originou-se da abreviacdo: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation,
estando basicamente classificado como de “alta poténcia” e de “baixa poténcia”. [11].
Estudos tém mostrado que a energia luminosa da mais baixa frequéncia oticamente
estimulante - percebida como vermelha -pode ser absorvida por fotossensibilizadores
celulares, tais como citocromos, flavinas / Riboflavins e NADP, seguido por pequenas
quantidades de espécies reactivas de oxigénio (ROS) é um estimulador importante de
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actividades celulares. O fendmeno € conhecido como “terapia laser de baixa
intensidade™ (LLLT) ou fotobioestimulacdo [12]. As respostas celulares in vitro
observadas apds LTBP incluem a migracéo, proliferacdo e aumento da sintese de vérias
proteinas que conduzem a reparacdo celular. Nesse sentido, o LASER é utilizado para
aumentar a funcdo mitocondrial e a sintese de ATP, aumentando a proliferacéo celular,
e acelerando assim o processo de cicatrizacdo [1]. No entanto, poucos estudos avaliaram

a sua eficacia em condicBes associadas com biomateriais em especial com as lectinas.

Utilizamos a Anélise Protedmica que pode ser aplicada para a andlise de
misturas complexas de proteinas que tenham sido separadas por eletroforese
bidimensional (2DE). As proteinas sdo, entdo, caracterizadas usando varias técnicas
analiticas. A principal vantagem desta abordagem é que ela permite tanto a analise
quantitativa quanto qualitativa das proteinas por examinar sua expressao diferencial

comparativa entre tratamentos distintos

Diante disso, nosso estudo analisou os resultados da associagdo de duas
modalidades terapéuticas, o laser de baixa intensidade com uma biomolécula, a
Concanavalina A (Con A). Tivemos como objetivo do presente estudo realizar a
avaliacdo do efeito bioestimulador e regenerador da associacdo desses dois recursos
terapéuticos, utilizando analise protedmica e bioinformética para estudar o mecanismo

da cicatrizacao de feridas, através da expressao proteica.

2. Materiais e métodos
2.1.0btencgdo da Concanavalina A

A Concanavalina A obtida a partir de Canavalia ensiformis (Jack bean) foi

adquirida pela compra na empresa Sigma, na forma de po liofilizado.
2.2.Procedimento LTBP

Os animais foram submetidos a irradiacdo transcutanea diaria usando semi-
condutores previamente calibrados, laser de diodo InGaAIP (Therapy XT ®, DMC
medical, USA), com emissdo continua de 660nm de comprimento de onda. A poténcia
de saida utilizada foi de 100mW, com um ponto focal de 1 cm2 , e densidade de
poténcia de 1 W / cm2 . A densidade de energia foi de 20 J / cm2 distribuidos em cinco
pontos equidistantes diferentes (Fig. 1), 4 J /cm2 em cada ponto ao longo do tratamento;
0 modo de exposic¢do foi continuo, através da fibra dptica, e a aplicacdo foi realizada a 2
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mm da superficie da pele [13]. A primeira irradiacédo foi realizada imediatamente ap6s o

processo cirargico.

Fig. 1. Ferida cirurgica realizada no dorso do rato com énfase nos cinco pontos tratados pelo laser de
baixa potencia.

2.3. Animais

Os experimentos foram aprovados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
em animais (COBEA) e pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de
Pernambuco, aprovado com protocolo experimental n° 23.076,046605 / 2013-91. Vinte
quatro ratos machos da linhagem Wistar, Rattus norvegicus, (90-120 dias de idade,
pesando 250- 300 g). Os animais foram alojados um por gaiola (para evitar ataques nas
feridas do companheiro) e teve acesso a comida e agua ad libitum. Os ratos foram

mantidos num ciclo claro / escuro de 12h sob uma temperatura ambiente de 22 + 2°C.
2.4.Procedimento Cirurgico e Tratamento

Os ratos foram pesados, divididos em grupos experimentais e submetidos aos
procedimentos cirdrgicos sob anestesia por via intramuscular com 2% de cloridrato de
xilazina e cloridrato de cetamina (10 e 115 mg/kg, respectivamente) segundo Hall et al.
(2001). Apos o procedimento anestésico, cada animal foi submetido a tricotomia do
dorso, sob antissepsia da regido toracica dorsal com iodopovidona 1% e solugédo
esterilizada de NaCl 0,15 M ou &lcool 70%. Com auxilio de um molde de 0,8mm de
didmetro, a pele foi demarcada para a producdo da ferida cutdnea (1cm2) foram
realizadas com o auxilio de uma tesoura de ponta romba e pin¢a de dissec¢do com dente

com remocao da camada epidermica e dérmica da pele.

Ap0s a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n
= 24) de acordo com o tratamento: (C) controle com aplicagéo 0,1 ml de 0,9% (p / v) de
NaCl; (CA) Con A, (L) irradiacdo LTBP e (CL) Con A associado a irradia¢do do LTBP.
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Os grupos CA e CL receberam uma aplicacéo diaria de 100 uL de Con A no leito da
ferida e o grupo CL antes da aplicacdo da proteina recebeu a aplicacdo do laser e o
grupo C recebeu solucdo salina de NaCl 0,1 M. Em relagdo a irradiacdo laser, os
animais que foram submetidos & LTBP (grupo CL e L) foram irradiadas de forma

pontual a partir do centro da ferida. O tempo de cicatrizacdo avaliado foi de 72h.
2.5.Extragéo de proteinas totais

Apo6s 72hrs da realizacdo da ferida foi feita a coleta do tecido epitelial lesado e
conservado a -80° C. Posteriormente as proteinas foram extraidas utilizando o reagente

TRIZOL, seguindo as orientacdes do fabricante.
2.6.Quantificacdo de proteinas

Depois da extracdo, as proteinas foram quantificadas utilizando o 2D Quant Kit
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. As

proteinas foram quantificadas utilizando o metddo de Bradford (1976).
2.7.Eletroforese bidimensional
2.7.1. Primeira dimenséo

O equivalente a 1 mg de proteinas foi precipitado com &cido tricloroacético e
ressolubilizados em tampé&o de reidratagdo. A focalizacdo foi feita utilizando gradiente
de pH imobilizado (3-10). As fitas IPG foram reidratadas no aparato para a focalizagédo
isoelétrica IPGphor 3, GE Healthcare, durante 14 horas a 20°C. A focalizacdo
isoelétrica foi feita nas seguintes etapas: 500Vh, 800Vh, 11300Vh, 2900Vh. Depois da
focalizacdo, as fitas foram lavadas com ddH20 e armazenadas a -80°C.

2.7.2. Segunda dimensé&o

Depois da focalizacdo isoelétrica, as fitas IPG serdo lavadas com ddH20,
equilibradas em duas solucGes redutoras de pontes de dissulfetos segundo Gorg et al
(1995). A segunda dimensdo da eletroforese seré feita em um gel vertical homogéneo de
acrilamida 15% conforme descrito por Laemmli (1970). A separacédo eletroforética das

proteinas sera feita a 10°C, em cuba Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Bioscience).
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2.8.Deteccdo de proteinas nos géis

Ap0s a eletroforese, as proteinas dos geis serdo coradas com nitrato de prata [14]

e serdo armazenados em solucgéo de &cido acético a 1% até a digitalizacdo da imagem.
2.9.Analise de Imagens

Os géis corados com prata serdo digitalizados usando-se um scanner
(ImageScanner — Amershan Biosciences) em modo transparéncia com resolucdo de 300
dpi (dotch per inch) e as imagens geradas em formato tif, serdo analisadas usando-se o
programa computacional ImageMaster Platinum v.6 (Amershan Biosciences). A
deteccdo de cada spot de proteina sera validada por inspecdo manual e editada quando
necessario. O programa também fornece o nimero de spots e a estimativa dos seus pl e
massa molecular. Os spots que apresentarem uma diferenca de volume estatisticamente

significativa serdo assinalados como diferencialmente expressos [15].
2.10. Espectrometria de Massa

As proteinas (spots) detectadas serdo retiradas dos géis, para a digestao tripidica.
A partir dos peptideos gerados pela digestdo dos spots, as amostra de interesse serdo
selecionadas e analisadas em espectrébmetro de massa com ionizacdo do tipo Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight (MALDI TOF/TOF — Ultraflex
I11, Bruker Daltonics, Billerica, MA-USA) a fim de determinar as massas moleculares
[15].

2.11. Identificacdo de proteinas por buscas em bancos de dados do Mascot

O espectro MS/MS foi confrontado com um banco de dados NCBInr (atualizado
em 1 de Marco de 2011) pelo programa Mascot v. 2.3 (Matrix Science Ltd., London,
UK) instalado em servidores locais no Laboratorio. A tolerancia da massa para o
precursor e os fragmentos de ions € 10ppm e 0.8 Da, respectivamente; perfil do
instrumento: MALDI/TOF/TOF; modificacdo fixa de carbamidometilacdo (cisteina);

modificacdo variavel de oxidacdo (metionina).
2.12. As anélises de proteinas in silico

Para as proteinas identificadas, sua funcéo bioldgica foi atribuida de acordo com

0 banco de dados Gene Ontology (http://amigo.geneontology.org), os bancos de dados
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SwissProt / UniProt ( http://www.uniprot.org ), o Nacional Centro de Informacdes sobre

Biotecnologia banco de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) e a literatura.
3. Resultados e Discurséo

Os mecanismos celulares e moleculares subjacentes a reparacdo dos tecidos e
sua incapacidade de curar ainda sdo pouco conhecidos. Alem disso, as terapias atuais
sdo limitadas. A mé cicatrizagdo de feridas apds o trauma, cirurgia, doen¢a aguda ou
doencas cronicas afetam milhdes de pessoas no mundo a cada ano e é a consequéncia de
elementos mal regulados da resposta de reparacdo do tecido saudavel, que inclui
inflamacdo, angiogénese, deposicdo de matriz, e recrutamento de células [16]. Este
estudo mostra os efeitos da LBP (He-Ne) e da Con A (100 ug / ml) sobre a re-
epitelizacdo de feridas cirdrgicas, quando usado isoladamente e em combinacéo.

A regulacdo das funcGes celulares durante a reparacdo da pele apds uma lesdo é
complexa e criticamente dependente da interacdo das células com a ECM, que pode ser
afetada em cada etapa e ponto de tempo do processo de cicatrizacdo da ferida. Muitas
acoes celulares ou de citocinas pode ser adotado por outros sem interferéncia grave com
0 processo de cicatrizagdo [17].

Os beneficios da LBP no processo de cicatrizacdo tém sido amplamente
estudados [18,19,21]. Neste estudo, LBP forneceu uma diminuicdo significativa da
severidade da resposta inflamatoria, independentemente da combinacdo com a Con A.
A atividade desse tratamento pode estar relacionada com o efeito inibitério da energia
do laser sobre a libertacdo de prostaglandina e TNF-a [22], a degranulacdo dos
mastécitos [23, 24], e na proliferacdo linfocitica [25]. Estas conclusdes sdo apoiadas por
estudos que afirmam que a laserterapia estimula a migracdo de queratindcitos ao longo

da superficie da cicatrizacdo de feridas in vivo [20,26,27,28].

Recentemente, pesquisas tém empreendido esforgos para a possivel atividade
pro-cura de algumas lectinas. Esta intencédo é suportada pelo fato de que tais moléculas
podem interferir com o processo inflamatorio e induzir a libertacdo de citocinas [29],
ativar células do sistema imune [28,30,31], podem produzir um efeito estimulador da
via Th1, como quando estimulado por Cramoll 1, 4 [32] ativacdo de neutréfilos atraves

de mecanismos indiretos [33].
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Um ponto crucial para a terapia € conseguir um equilibrio satisfatorio entre a
toxicidade e o efeito terapéutico dos medicamentos. A dosagem especifica no local
reduz o efeito toxico em locais ndo alvo e aumenta a eficicia do agente terapéutico. O
agente terapéutico especifico, na dosagem correta, no local alvo depende de interacoes
moleculares dos receptores especificos com células especificas, sendo este critério
efetivamente cumprido pelas lectinas de plantas que tém uma configuracao estrutural
definitiva. Em afecgdes, como a inflamacdo, radicais de hidratos de carbono especificos
sdo expressos em glicocdlice celular que desempenham um papel crucial nos processos

de reconhecimento biologico [34].

3.1. Abordagem protedmica dinamica para a resposta de trés diferentes
tratamentos em feridas cutaneas usando eletroforese bidimensional em gel de

poliacrilamida

A partir de bidpsias da pele foram extraidas satisfatoriamente proteinas dos
quatro grupos (controle e tratados: Con A, Con A-laser e laser), utilizando o método do
Trizol e eletroforese realizada em duas dimensbes. A Fig.2 mostra os géis de
eletroforese bidimensional obtidos e corados com Coomasie azul. Em cada gel foram
detectados cerca de 90 pontos corados com boa resolucdo, observando-se alta
reprodutibilidade entre as réplicas dos experimentos, utilizando o software de analise de

imagem Imagem Mestre Platinum v.6 (Amersham Biosciences).

A anélise comparativa 2-DE foi realizada entre os grupos tratados (Con A, Con
A- laser e laser) e o grupo controle, foi selecionado os pontos diferencialmente
expressos (manchas com uma diferenca > 1,5 entre o controle e tratado) e um Unico
ponto entre os tratamentos foi selecionado, os quais foram submetidos a digestdo
triptica e analise por espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS) para obter uma

impresséo digital de massa do peptideo (FPP) e para identificar as proteinas.

No total, foram selecionados 85 pontos diferencialmente expressos, 31 pontos no
gel por tratamento com Con A, 12 pontos no gel do tratamento com laser, e 13 pontos
no gel por tratamento com Con A- laser. Para a analise de MALDI-TOF-MS foram
identificados com altas pontuacGes de confianga e uma cobertura de sequéncia
significativa de 56 spots, correspondendo a ~ 66% dos pontos totais. O numero de
manchas ndo identificadas é devido a incompatibilidade estatistica no banco de dados de

proteinas. Sendo um numero comparavel as proteinas identificadas por Paiva et al,
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(2010) em amostra de soro em humanos. Em dois estudos separados, Broccardo et al,
(2011) realizaram anélise proteomica de fragmentos de células da pele em areas
lesionada e ndo lesionadas, agudas e cronicas em pacientes com dermatite atopica, bem

como individuos ndo-atopicos e identificaram 104 e 153 proteinas.

B
~;\,j

ConA-Laser ConA

Laser Control

Fig. 2. Identificacfo de potenciais marcadores de cicatrizacdo de feridas da pele utilizando electroforese
em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE). Perfis de proteinas em 2D-PAGE foram obtidos de
amostras de proteinas epidérmicas derivadas de trés tratamentos diferentes Con A (100 mL), a laser (A =
660 nm, ED =20J/cm 2, P = 100 mW, F =50 Hz) e a associagdo Con A-Laser.

3.5. Identificacdo de proteinas

O diagrama de Venn da Fig. 5A mostra 0 nimero de spots que eram Unicos ou
comuns entre os trés diferentes tratamentos (Con A, Laser e Con A-Laser). Foram
identificadas simultaneamente nos trés tipos de tratamentos 4 proteinas; 3 proteinas
foram comuns nas amostras a partir de grupos de Con A e de Con A- laser e 3 proteinas
foram comuns entre os grupos Con A e laser. Nas amostras do grupo Con A foram
identificados um ndmero significativamente maior de proteinas do que nas amostras a
partir dos outros dois grupos. Para avaliar o possivel viés analitico na identificagdo de
proteinas, foram calculados os pesos moleculares e pontos isoeléctricos (pl) de cada
uma das proteinas com base na sua sequéncia de aminoacidos priméaria. A Figura 5B
mostra a distribuicdo das manchas por seu pl e de peso molecular, a maioria das

manchas mostrou peso molecular de 20 a 60 kDa e de pl entre 5 e 8.
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Fig. 3. As proteinas identificadas no tecido epitelial de ratos. (A) Diagrama de Venn, mostrando a
distribuicdo de proteinas identificadas no tecido epitelial dos ratos tratados com Con A (100 uL), laser (A
=660 nm, ED=20J/cm2, P =100 mW, F =50 Hz) e a combinacdo de Con A-laser. (B) A anélise da
distribuicdo de massa e pl de pontos identificados nos trés tratamentos.

3.6. Funcéo bioldgica das proteinas

As proteinas identificadas podem ser categorizadas em grupos de acordo com
gene ontology. Algumas proteinas sdo incorporadas em mais de um grupo, devido a sua
funcdo biologica complexa. No diagrama da fig. 6 pode ver-se que em todos 0s trés
grupos de tratamento as moléculas do metabolic process, que resultam no crescimento
celular, foram mais numerosas (62,07% para a Con A, 41,67% para grupo Laser e
53,85% para 0 grupo Con A-laser), seguido de proteinas envolvidas no processo
multicelular organismal process (27,59% para a Con A, 41,67% para Laser e 15,38%
para Con A-laser), transport (24,14% de Con A, 16,67% para o laser e 7,69% para Con
A-Laser), e imune system process (6,90% para Con A, 8,33 para Laser e 7,69% para
Con A-Laser).
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Fig. 4. As proteinas identificadas no tecido epitelial dos ratos tratados com Con A (100 uL), laser (A =
660 nm, ED =4 J/ cm2, P = 100 mW, F = 50 Hz) e a combina¢do de Con A-laser. As proteinas sdo
classificadas em categorias de acordo com sua funcéo biol6gica. % Numero de proteinas é a razao entre o
namero de proteinas identificadas em cada categoria com respeito ao nimero total de proteinas
identificadas.

Proteinas envolvidas nas outras categorias como response to stimulus (3,45%
para Con A e 15,38% para Con A-Laser); cell communication (3,45% para Con A e
7,69% para Con A-Laser); cellular componente organization or biogenesis (3,45% para
Con A e 15,38% para Con A-Laser); biological regulation (3,45% para Con A e 7,69%
para Con A-Laser) foram identificados apenas nos grupos Con A -Laser e Con A, e cell
adhesion- responsavel principalmente pelos componentes da matriz extracelular-

(7,69% para Con A-Laser) foram encontrados exclusivamente no grupo Con A-Laser.

A relativa abundancia de proteinas envolvidas nos processos celulares referentes
ao processo metabolico pode estar associada a reacdo do organismo ao processo
inflamatdrio instalado. Estas proteinas estdo presentes nas vias das cascatas de
coagulacdo e do sistema complemento. Os resultados indicam um foco significante

nestas vias, conhecidas como de papel relevante na inflamagéo [37].
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Neste diagrama, pode ser visto também que, apenas no grupo ConA-laser as
moléculas de adesdo celular - principais componentes da matriz extracelular — foram
identificadas, diferenciando-se de estudos como o de [38] em que os trés grupos
estudados apresentaram tais proteinas.

Os demais sistemas envolvidos no estudo foram encontrados no trabalho de
Broccardo et al, 2009, categorias notaveis que incluem resposta imune, resposta a

estimulos, resposta multicelular, transporte, comunicacéo celular e organizacéo celular.

Para explorar os mecanismos moleculares subjacentes ao efeito dos tratamentos
aplicados a andlise proteébmica, foi identificada proteinas up ou down-reguladas nas
amostras de tecidos tratadas em comparacdo com o grupo controle, com foco em
proteinas com expressdo alterada envolvidas nas funcdes bioldgicas categorizadas de

acordo com gene ontology.

As lipoproteinas foram up-reguladas 2,23 vezes ap6s tratamento com Con A e
up-reguladas 2,01 no tratamento Con A- laser. As lipoproteinas sdo plurimoleculares,
tipicamente quase esféricas, complexos pseudomicelares compostos de lipidos polares e
ndo-polares solubilizados por proteinas com estrutura e funcdo especializada, as
apolipoproteinas [40]. A apolipoproteina A-1 é o principal componente protéico
estrutural e funcional do HDL, aproximadamente 70% da proteina total de HDL [41].
As principais funcdes da apo A-l envolvem a ativacdo da lecitina: colesterol
aciltransferase (ACAT), e de interagdo com os receptores celulares; igualmente apoA-I
dota HDL com multiplas atividades anti-aterogénico [42,43]. HDL pode afetar
beneficamente a cicatrizacdo de feridas, acelerando a resolucdo da inflamacéo, através
do reforco da formacao de tecido de granulacdo envolvendo o aumento da incorporagéo
de células progenitoras endoteliais, aumentando os efeitos paracrinos de células
progenitoras endoteliais, e acelerando a reepitelizacdo. [44]. Os mecanismos pelos quais
a HDL reduz respostas inflamatdrias, particularmente em macréfagos, ndao sdo bem
compreendidos, num estudo realizado por De ardo [45] mostram que HDL induz ATF3,
um modulador da transcricdo de genes-chave da resposta imune inata. ATF3 pode ser
induzida pela ativacdo de TLR e age como parte de um importante ciclo de feedback
negativo para limitar as respostas inflamatdrias aos TLR conduzidos em macrofagos.

Foi comprovado em estudos que a lectina Con A ativa os receptores Toll-like, o que
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poderia aumentar a agdo moduladora da ATF3. A ativacdo do receptor Toll-like vai

inibir citocinas pro-inflamatdrias [46].

O plasminogénio precursor foi up-regulado 2,46 vezes no tratamento de feridas
com Con A e up-regulado 2,37 vezes no tratamento com Con A-laser, esta € uma
proteina precursora de plasmina, uma protease que degrada fibrina e também ativa as
MMPs que podem degradar o colageno em fios [47]. Isto significa que tem sido
demonstrado que a plasmina desempenha um importante papel em remodelacdo de
tecidos durante a cicatrizacdo de feridas e inflamacdo através de protedlise dos
componentes da matriz extracelular, bem como através da ativacdo e/ou libertacdo de
fatores de crescimento a partir das matrizes. Dubois et al. [48] demonstraram que a
lectina de Canavalia ensiformis (Con A) induz a producdo de MMP-9 in vitro por
linfocitos; esta protease, em associagdo com MMP-2, é essencial para o processo de

cicatrizagdo.

Alfa-1-antitripsina, up-regulada 2,96 vezes apds tratamento com Con A e up-
regulada 1,77 vezes no tratamento com Con A-laser, € um inibidor de serina proteases.
O seu principal objetivo € inibir a elastase, mas também tem uma afinidade moderada
para a plasmina e trombina. Inibe irreversivelmente a tripsina, quimotripsina e o
ativador de plasminogénio. A forma aberrante inibe a sintese de NO induzida por
insulina em plaquetas, diminui o tempo de coagulacdo e possui atividade proteolitica
contra a insulina e a plasmina. A sua funcéo fisioldgica importante € a protecdo contra a

destruicdo proteolitica das fibras de elastase dos leucdcitos humanos [49].

Pré-pro-haptoglobina é um precursor da haptoglobina que é uma resposta
proteica ao estresse organico, elevando rapidamente o nivel de 2 a 5 vezes durante a
inflamacéo, especialmente quando existe uma situacdo de necrose dos tecidos [50]. O
tratamento com Con A conseguiu aumentar 7,16 vezes em comparagdo com o controle
ndo tratado, mesmo sem necrose, 0 que é interessante porque haptoglobina expressada
localmente pode ser um componente importante de um sistema de protecdo local com
efeitos antioxidantes, bacteriostaticos, anti-inflamatorios além de estimular a resposta

imune [51].

Devido a diminuicdo da capacidade vascular em fornecer sangue rico em O2
para o tecido da ferida, podendo ser menos do que a demanda do tecido, ao longo do

tempo conduz a hipoxia e posterior necrose [52]. O grupo de controle ndo tem qualquer



Marinho Ribeiro, AM.B. 65
Cicatrizacao - Anélise protebmica — Con A e Laser

fator externo para estimular a cicatrizacdo, portanto, o proprio organismo necessita de
responder fisiologicamente a hipoxia e necrose ndo demonstrando um processo de
cicatrizagcdo normal, que pode ser evidenciada por aumento das enzimas glicoliticas para
aumentar a taxa de glicolise e de conservagdo de energia, Unica no grupo de controle.

A albumina do soro foi up-regulada 1,54 vezes apds o tratamento com Con A-
laser, up-regulada 1.66 para o tratamento a laser e up-regulada 9,42 vezes para o Con A
de tratamento. Sua principal funcdo é a regulacdo da pressdo osmotica coloidal do
sangue. Maior transportador de zinco no plasma, ligando-se tipicamente a cerca de 80%
de todo zinco no plasma [53]. Albumina interage especificamente com glicoproteinas de
60 kDa endotelial microvascular, explicando a sua presenca e abundancia nas amostras
[54].

As caracteristicas funcionais da cadeia gama de fibrinogénio incluem a
participacdo em polimerizacao da fibrina e sua reticulacdo estando envolvida nas etapas
finais da coagulagdo como precursor de monémeros de fibrina necessarios para a
formacdo do plug plaquetario. Possui alta massa molecular e é solivel no plasma
sanguineo, convertendo-se em fibrina pela acdo da trombina, que é a enzima ativa. [55].
Apenas o tratamento ConA-Laser mostrou esta proteina e foi caracterizada como Unica.
alfa O fibrinogénio (FGA) juntamente com o fibrinogénio beta (FGB) polimerizam-se
para formar uma matriz de fibrina insoltvel. Tem uma funcéo importante na hemostase
como um dos componentes primarios de coagulos sanguineos. Além disso possue
funcdo importante durante as fases iniciais de reparacdo de feridas para estabilizar a

leséo e orientar a migragéo celular durante a re-epitelizacgéo [56].

Lipocortina-1, também conhecida como a anexina Al, foi originalmente
identificada como uma proteina regulada por corticosterdides e envolvida nos efeitos
anti-inflamatorios dos corticosteroides [57]. No entanto, as observacfes mais recentes
tém mostrado que suas a¢des anti-inflamatorias sdo muito mais amplas. Na verdade,
LC-1 inibe a atividade da fosfolipase A2 citoplasmatica, desempenhando assim um
papel chave na regulacéo negativa de mediadores lipidicos inflamatdrios tais como PGs
e LT, e inibe o extravasamento de leucdcitos e a libertagdo de mediadores inflamatérios
[58].

A glicose proteina regulada de 78 kDa (GRP78) estd localizada no reticulo

endoplasméatico como uma chaperona molecular, promove a facilitacdo do dobramento
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de proteinas de forma adequada, tendo como alvo proteinas deformadas para a
degradacéo do proteassoma, ER Ca2 + de ligacéo, e controlando a ativacdo dos sensores
transmembranares [59]. GRP78 tem sido implicado como uma proteina importante no
papel da promocdo de angiogénese e a proliferacdo de células [60], que sdo essenciais
para 0 processo de cicatrizacdo. Esta proteina foi encontrada aumentada no tratamento

com ConA-Laser indicando uma recuperacao significativa.

Filamentos intermediarios vimentina, que sdo um dos trés principais sistemas do
citoesqueleto de células eucariotas, sdo necessarios para muitas funcdes celulares
essenciais, incluindo a motilidade celular, a migracdo quimiotactica, e cicatrizacdo de

feridas [12], foi expressa sozinha no tratamento de Con A.
4. Concluséo

Este estudo examinou a eficicia da associacdo do laser de baixa poténcia com
lectina Con A e na acdo individual dos recursos cicatrizantes no tratamento de lesdes
cutaneas, sugerindo uma possivel utilizacdo desta associacdo na aceleracdo da
cicatrizacdo. A nivel molecular foi observado um aumento na expressdo das proteinas
associadas com a reducdo da inflamacdo, remodelacdo de tecidos, diviséo celular,
regeneracdo e principalmente adesdo celular, em resposta a exposicdo do laser de baixa
poténcia, juntamente com a utilizacdo da lectina. Estes resultados estendem as
aplicacdes terapéuticas potenciais de lectinas que podem ser utilizados em combinacgéo
com o laser de baixa poténcia no tratamento de feridas cutaneas. Mais pesquisas sobre a
aplicacdo das lectinas derivadas de plantas medicinais associadas & terapia laser de
baixa poténcia em sistemas bioldgicos podem ser de grande importancia para

tratamentos terapéuticos.
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Periodicals. A abreviatura para os Anais da Acsdemia Brasileira de Cigndas & An Scad Bras Cienc. Os
sepuintes exemplos 530 considerados come guia geral pars as referendias.
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Elsevier, 430 p.
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6.2 Lista de Tabelas

Tabela 1: As proteinas identificadas a partir de tecido epitelial de ratos Wistar (Rattus norvegicus) tratadas com Con A (100 uL) por MALDI-TOF (dessorcéo assistida pela
matriz / ionizacdo por laser em tempo de voo).

Coverage Expression

Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term
1 gsfggtgr' ggﬁﬁ'eiterd“%{ﬁ ?JQ;’;‘S?;Z:?; Ef: 147 64 gi|13399989 1,78 6,76 25601 Immune system process
2 gsgégtgr ggﬁg'eigd“w{ﬁ ?Jeht‘;r’;‘g?nqgﬁl E‘é 97 47 4il13399990 1,81 676 25601 Immune system process
3 reproapolipoprotein A-I 141 56 i|55747 2,23 5,52 30126 multicellular organismal process
4 plasminogen precursor 161 25 gi|16758216 2,46 6,79 93214 metabolic process (Proteolysis)

Serum albumin 158 35 gi|124028612 2,66 6,09 70682 transport

6 alpha-1-antitrypsin precursor 174 38 0i[203063 2,96 57 45978 ?;Zt;z‘t’l'c')‘; ‘Z;g;ﬁf;ég;°;§%g;‘f%E';’gt‘:g:f;)'
7 Serum albumin 177 37 0i|124028612 3,04 6,09 70682 transport
8 Serum albumin 154 37 gi[124028612 3,72 6,09 70682 transport
9 Hemopexin 143 28 gi122065203 ConA 758 52060  Mmetabolic proces(i/(if;r?fﬁ]‘;'ym)/ Transport
10 Hemopexin 146 30 gi122065203 ConA 758 52060  Mmetabolic proces(i/(if;r?fﬁ]‘;'ym)/ Transport
11 hemopexin, isoform CRA e 154 37 gi149068486 ConA 85  3gg1  metabolic proces(i/(if;r?fﬁ]‘;'ym)/ Transport
12 Hemopexin 132 33 gi122065203 ConA 758 52060  Mmetabolic proces(i/(if;r?:ienc;'ygs)/ Transport
13 hemopexin precursor 107 35 gi|16758014 ConA 758 5000  Metabolic proceii/(i':arr?:ﬁ]‘;'ygs)/ Transport
14 T-Kininogen 2 precursor 102 30 gi57526868 ConA 594  agysy ~ Metabolic proceii/(i':arr?:ﬁ]‘;'ygs)/ Transport
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Continuacao Tabela 1

. Coverage Expression
Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term
15 T-Kininogen 2 precursor 120 37 gi57526868 ConA 594  agysy ~ Metabolic procesgl(i':;r?qtﬁ]‘;'ys's)/ Transport
16 vimentin, isoform CRA_b 158 40 gi|149021114 ConA 5,06 53725 Cell organization
17 major acute phase alpha-1 93 28 gi|758263 ConA 6 48058 without
18 major acute phase alpha-1 136 31 gi|758263 ConA 6 48058 without
19 T-kininogen 1 127 32 460392582 ConA 608 4aggpg  Metabolic process (Proteolysis)/ Transport
(Vitamin)
20 vimentin, isoform CRA_b 247 63 0i|149021114 ConA 5,06 53725 Cell organization
immune system process/ metabolic process
21 preprohaptoglobin, partial 92 31 0i[204657 ConA 7,16 30428 (PROTEOLYSIS)/ multicellular organismal
process/ response to stimulus
immune system process/ metabolic process
22 preprohaptoglobin, partial 119 34 0i[204658 ConA 7,16 30428 (PROTEOLYSIS)/ multicellular organismal
process/ response to stimulus
23 creatine kinase M-type 184 51 0i|6978661 -6,63 6,58 43220 metabolic process
24 serum albumin 84 26 0i[124028612 -6,62 6,09 70682 transport
25 fructose-bisphosphate aldolase A 106 33 0i|6978487 -4,53 8,31 39783 metabolic process
26 myosin light Cha'”islﬁérsr';e'lita' muscle isoform 118 56 gil117676401 -4,19 499 20781 multicellular organismal process
27 fructose-bisphosphate aldolase A 103 33 0i|6978487 -2,54 8,31 39783 metabolic process
28 tropomyosin alpha isoform 75 29 0i|14134101 -2,42 4,71 28553 multicellular organismal process
29 phosphoglycerate kinase 134 47 0i[206113 -2,18 7,53 44925 metabolic process
30 alpha-enolase 117 39 0i|158186649 -2,02 6,16 47440 metabolic process
31 carbonic anhydrase 3 148 59 0i|31377484 -1,95 6,89 29698 metabolic process
32 apolipoprotein E, isoform CRA_c 115 44 0i|149056721 -1,95 7,93 27354 multicellular organismal process
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Continuacao Tabela 1

. Coverage Expression
Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term

myozenin-1 81 35 gil157819165 11,85 857 31379 cellular component organization or
33 biogenesis
34 apolipoprotein A-1V precursor 124 39 0i|8392909 -1,71 5,18 44438 multicellular organismal process
35 lipocortin | 163 46 gij235879 -1,63 6,97 39137 cell communication/ metabolic process
36 tropomyosin beta chain isoform Tpm2.1sm/cy 118 37 0i|66730475 -1,53 4,63 32995 multicellular organismal process
37 serum albumin 249 41 gi|124028612 -1,51 6,09 70682 transport
38 ATP synthase beta subunit 195 51 gi|l1374715 -1,5 4,92 51171 metabolic process/ transport
39 myosin regulatory "gg}g:‘;‘” 2, skeletal muscle 89 39 4il6981238 Control 482 19071 multicellular organismal process
40 myosin regulatory Iligsr;tfgmm 2, skeletal muscle 100 49 0i|6981239 Control 4,82 19071 multicellular organismal process
41 phosphoglycerate mutase 2 96 42 0i|8393948 Control 8,85 28908 metabolic process
42 PREDICTED: leukocyte elastase inhibitor A-like 84 34 gil532023450  Control 546 42935 metabolic process

isoform X1
43 creatine kinase M-type 143 41 0i|6978661 Control 6,58 43220 metabolic process
44 beta-enolase 136 43 gi|126723393 Control 7,08 47326 metabolic process
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Tabela 2: As proteinas identificadas a partir de tecido epitelial de ratos (Rattus norvegicus) - Wistar tratados com laser (A = 660 nm, ED =20 J/cm2, P = 100 mW, F =50
Hz) por MALDI-TOF (assistida por matriz com dessorcao por laser / ionizacdo de tempo de voo).

Coverage

Expression

Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term
1 serum albumin 194 36 i|124028612 1,66 6,09 70682 Transport
2 myosin light chaln'1/3, skeletal muscle isoform 86 35 gi| 117676401 1,74 4,99 20781 multicellular organismal process
isoform 1f
3 serum albumin 167 39 gi|124028612 1,83 6,09 70682 Transport
chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc .
4 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 139 56 0i|13399989 1,99 6,76 25601 Immune system process
5 hemopexin 144 33 9i[122065203 2,04 758 52060  Metabolic process (Proteolysis)/ Transport
(Vitamin)
chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc -
6 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 116 56 gi|13399989 2,81 6,76 25601 Immune system process
chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc -
7 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 85 56 gi|13399989 3,42 6,76 25601 Immune system process
8 lipid phosphate phosphatase-related protein type 4 73 21 0i[325197225 4,33 9,07 84249 metabolic process
9 serum albumin 163 38 0i|124028612 Laser 6,09 70682 Transport
10 serum albumin 168 37 0i|124028612 Laser 6,09 70682 Transport
11 serum albumin 198 45 0i|124028612 Laser 6,09 70682 Transport
12 creatine kinase M-type 184 51 0i|6978661 -2,4 6,58 43220 metabolic process
13 tropomyosin alpha isoform 75 29 gi|14134101 -4,95 4,71 28553 multicellular organismal process
14 apolipoprotein E, isoform CRA_c 115 44 0i|149056721 -1,6 7,93 27354 multicellular organismal process
15 tropomyosin beta chain isoform Tpm2.1sm/cy 118 37 0i|66730475 -1,54 4,63 32995 multicellular organismal process
16 serum albumin 249 41 0i|124028612 -1,61 6,09 70682 Transport
17 myosin regulatory Ilig'];:):‘grr?]m 2, skeletal muscle 100 49 0i|6981239 -3,3 4,82 19071 multicellular organismal process
18 phosphoglycerate mutase 2 96 42 0i|8393948 Control 8,85 28908 metabolic process
19 beta-enolase 136 43 0i|126723393 Control 7,08 47326 metabolic process
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Tabela 3: As proteinas identificadas a partir de tecido epitelial de ratos (Rattus norvegicus) - Wistar tratados com a combinagdo de Con A-laser por MALDI-TOF (dessorgao

assistida pela matriz / ionizagdo por laser em tempo de vo00).

Coverage

Expression

Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term
1 Serum albumin 128 33 0i|124028612 1,54 6,09 70682 Transport
Chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc .
2 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 125 52 0i|13399989 1,65 6,76 25601 Immune system process
3 Serum albumin 162 39 0i|124028612 1,69 6,09 70682 Transport
- . . metabolic process (Proteolysis)/ biological
4 Alpha-1-antitrypsin 102 33 gi|112889 1,77 5,7 46278 regulation (regulation of catalytic activity)
5 keratin, type | cytoskeletal 14 200 43 gi[56912233 18 508 52936 cellular Comgfongee”;egga”'Za“°” or
Chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc .
6 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 81 58 gi|13399989 1,88 6,76 25601 Immune system process
7 phosphoglycerate kinase 122 37 gij206113 1,96 7,53 44925 metabolic process
8 Serum albumin 178 37 0i|124028612 2 6,09 70682 Transport
9 apolipoprotein A-I 126 49 gij2145145 2,01 5,51 29956 multicellular organismal process
Chain C, Crystal Structure Of The Neonatal Fc .
10 Receptor Complexed With A Heterodimeric Fc 90 47 0i|13399989 2,11 6,76 25601 Immune system process
i . . metabolic process (Proteolysis)/ biological
11 Alpha-1-antitrypsin 101 33 0i|112889 2,12 5,7 46278 regulation (regulation of catalytic activity)
12 plasminogen precursor 92 19 0i|16758216 2,37 6,79 93214 metabolic process
metabolic process/ response to stimulus/
13 78 kDa glucose-regulated protein precursor 115 28 0i|25742763 2,55 5,07 72473 cellular component organization or
biogenesis
14 Chain A, Rat Annexin V Crystal Structure: Ca2+- 198 53 0i[157836327 2,56 4,97 35458 _
Induced Conformational Changes metabolic process
15 Serum albumin 148 35 0i|124028612 2,81 6,09 70682 Transport
16 Serum albumin 159 35 0i|124028613 3,26 6,09 70682 Transport
17 PREDICTED: serpin B5 isoform X1 127 37 0i|672073583 8,83 6,48 50293 metabolic process
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Continuacao Tabela 3

. Coverage Expression
Spot Protein Score (%) Access level pl Mr (Da) GO Term
18 fibrinogen gamma chain precursor 136 43 gi|61098186 ConA/Laser 5,85 50247 cell communlc_atlon/ cell adhe5|~on/
response to stimulus(Coagulacéo)
19 serum albumin 249 41 gi|124028612 -2,13 6,09 70682 Transport
20 creatine kinase M-type 184 51 i|6978661 -1,99 6,58 43220 metabolic process
21 myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle 100 49 i|6981239 Control 4,82 19071 multicellular organismal process

isoform
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6.3 Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Universidade Federal de Pernumbuco
Centro de Cifnelas Biologicas

Av. Frof. melson Chaves, s/n
S0670-420 / Recite - PE ~ Prasil
fonea: (9% 81) 2126 #840 | 2126 8351
fax: (%% 81} 2126 8350
wuN.ccbh . ufpe.br

Recife, 06 de novembre de 2013
Oficio n® 648/13

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.* Aileciram Monialy Barros Marinho
Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Bioguimica

Processo n® 23076.046605/2013-91

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bicldgicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeito da Concavalina A Associada ao Laser
Terapico no Processo de Cicatrizagdo de Les6es Cuténeas”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pele Colégio Brasileiro
para Experimentago Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s80
adotadas como critérios de avaliagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11,794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questiio do uso de animals para fins
cientificos e didaticos,

Diante do exposte, emitimos parecer favordvel acs protocolos experimentais a
serem realizados,

Origem dos animais: Biotério, aviario, elc. Biotério do
Departamento  de Nutrigio da UFPE. Animal;
Camundongo isogénico; Linhagem; Wistar, Idade 90-120
dias; Peso; 350-400g; Sexo. macho: N° Total de Animais;
80.

CCB: Integrar para desenvolver



