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RESUMO

As lectinas de origem vegetal, sdo proteinas ndo imunolégicas que aglutinam
hemécias devido sua alta capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos.
Diversas pesquisas tém evidenciado a sua acdo como agente inseticida,
antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatorio e cicatrizante. Portanto, este trabalho
tem como objetivo avaliar a atividade cicatrizante em creme contendo a lectina BmoLL
em folhas de Bauhinia Monandra Kurz (pata-de-vaca) aplicada diariamente em feridas
cutaneas em ratos Wistar, avaliada através de técnicas macroscopicas, morfométricas
e histologicas. Foram utilizados 40 animais, divididos em dois grupos contendo 20
animais cada, formando um grupo tratado (recebeu o creme e identificados por LL) e
0 grupo controle (recebeu o veiculo e identificados por L). Cada grupo foi dividido em
quatro subgrupos contendo cinco animais cada (por exemplo, para o grupo controle,
L1, L2, L3, L4 e L5), os quais foram avaliados com 4°, 7°, 14° e 21° dias de pos-
operatorio, respectivamente. Em cada animal foram realizadas duas feridas cirdrgicas
(antimero direito e esquerdo) deixando a fascia muscular adjacente. As feridas foram
mensuradas quanto ao grau de contracdo e avaliadas morfologica e histologicamente
guanto ao numero de mastocitos, densidade das fibras colagenas e
neovascularizacdo. O grau de contracdo das feridas foi significativamente maior no
grupo tratado (p<0,05) quando comparado ao grupo controle. O grupo tratado
apresentou também maior quantidade de vasos sanguineos, fibras colagenas e
mastocitos. O creme contendo lectina BmoLL de folhas da Bauhinia Monandra Kurz,
mostrou ser eficiente no processo de cicatrizacdo de feridas, na qual, foi capaz de
expressar propriedades de modular o processo inflamatério e de estimular a

multiplicacéo celular e das estruturas necessarias ao processo cicatricial

PALAVRAS-CHAVES: Cicatrizacéo, Fitoterapico, Lectina, Creme, Pele



ABSTRACT

Lectins of plant origin are non-immunological proteins that agglutinate red blood cells
due to their high ability to bind reversibly to carbohydrates. Several researches have
evidenced its action as insecticidal, antimicrobial, antitumor, anti-inflammatory and
healing agent. Therefore, this work aims to evaluate the healing activity in cream
containing lectin BmoLL in Bauhinia Monandra Kurz (cowpaw) leaves applied daily to
skin wounds in Wistar rats, evaluated by macroscopic, morphometric and histological
techniques. Forty animals were used, divided into two groups containing 20 animals
each, forming a treated group (received the cream and identified by LL) and the control
group (received the vehicle and identified by L). Each group was divided into four
subgroups containing five animals each (for example, for the control group, L1, L2, L3,
L4, and L5), which were evaluated at 4th, 7th, 14th, and 21st postoperative days. -
operatively, respectively. In each animal were made two surgical wounds (right and left
antimer) leaving the adjacent muscle fascia. Wounds were measured for degree of
contraction and evaluated morphologically and histologically for mast cell number,
collagen fiber density and neovascularization. The degree of wound contraction was
significantly higher in the treated group (p <0.05) when compared to the control group.
The treated group also presented larger amount of blood vessels, collagen fibers and
mast cells. Bauhinia Monandra Kurz's BmoLL lectin-containing cream showed to be
efficient in the wound healing process, in which it was able to express properties of
modulating the inflammatory process and stimulating cell multiplication and the
structures necessary for the healing process.

KEYWORDS: Healing, Herbal, Lectin, Cream, Skin
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo aquelas que administradas ao homem ou outro animal,
por qualquer via ou forma, exercem alguma acéao terapéutica (ALMASSY JUNIOR et
al., 2005). O tratamento feito com uso de plantas medicinais € denominado de
fitoterapia, e os fitoterapicos sdo os medicamentos produzidos a partir dessas plantas,
permitindo que o ser humano se reconecte com o ambiente, acessando o poder da
natureza para normalizar suas funcdes fisiol0gicas, restaurar imunidade enfraquecida,
promover a desintoxicacdo e o0 rejuvenescimento (SCHENKEL; GOSMAN;
PETROVICK, 2000).

Pertencente a subfamilia Caesalpinioideae e género Bauhinia, a espécie
Bauhinia monandra Kurz, é conhecida populamente como ‘“pata-de-vaca” na
Amazobnia, onde possui grande valor econémico, e também conhecida por “unha-de-
vaca”’ e “Orquidea dos pobres” (BORGES; MENDONCA, 2009), utilizada com fins
ornamental, forrageiro e principalmente medicinal (MARTINS et al., 1995) onde suas
folhas sdo usadas popularmente em forma de chas (infusdo) para o tratamento de
diabetes, como anti-inflamatério e analgésico (SILVA; CECHINEL- FILHO, 2002).

Estudos demonstraram o potencial antioxidante do extrato de folhas de B.
monandra por meio de suas acdes inibitdrias in vitro sobre radicais livres de DPPH,
radicais de peroxido de hidrogénio e radicais livres de ions ferrosos (NWORIE;
OKORIE, 2018). As sementes de B. monandra séo fontes ricas de vitamina A e contém
uma quantidade elevada de &cido linoleico e baixa quantidade de acido miristico
(KEAY, 1989).

Segundo pesquisas, a B. monandra tem potencial antidiabético contra diabetes
induzida experimentalmente em ratos (MCCUNE; JOHNS, 2002) e este potencial
antidiabético tem sido ligado a presenca de componentes antioxidante (ANOSIKE,
OBIDOA; EZEANYIKA, 2012). Lectina BmoLL extraida das folhas da B. monandra a
partir do processo de purificagdo, possui potentes propriedades anti-inflamatoérias e
antinociceptivas em experimentos com camundongos (CAMPOS et al., 2016).

Dentre diversos compostos purificados de plantas estdo as lectinas (proteinas
ou glicoproteinas) que sao capazes de reconhecer carboidratos e/ou glicoconjugados,
as quais tém sido reportadas como potenciais agentes inseticidas (AGRA-NETO et
al., 2014), antimicrobianos (MOURA et al., 2015), antitumorais (ALBUQUERQUE et
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al., 2014), anti-inflamatorios (LACERDA et al., 2015) e cicatrizantes (BRUSTEIN et al.,
2012), dentre outras atividades bioldgicas.

As lectinas fazem parte de um grupo de proteinas estruturalmente heterogéneo,
capaz de reconhecer sitios especificos em moléculas glicidicas e ligar-se
reversivelmente. Primeiramente identificadas como proteinas toxicas, as lectinas
tornaram-se ferramentas indispensaveis em diagnosticos de doencas, tipagem
sanguinea e na identificacdo de cepas de microrganismos. Elas tém dado suporte a
estudos moleculares, estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal, através do
detalhamento das interacGes proteina-proteina e proteina-carboidrato (POVINELI;
FINARDI FILHO, 2002).

A aplicabilidade das lectinas no reparo de lesdes tem estimulado muitos
estudos nessa area como os que avaliaram efeitos cicatrizantes das lectinas de
Dioclea violacea (Dviol), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia ensiformis (ConA)
e Cratylia mollis (Cramoll 1,4) em feridas cutaneas (SILVA et al., 2009; MELO et al.,
2011).

Com base nos relatos prévios da atividade anti-inflamatério, antinociceptivas,
antioxidante e antidiabético em preparacdes de folhas da Bauhinia Monandra Kurz
(Pata-de-vaca) e da presenca da lectina nessa parte da planta, este trabalho propés
avaliar a atividade cicatrizante em creme contendo a lectina BmoLL de folhas da
Bauhinia Monandra Kurz através de técnicas morfométricas e histopatolégicas em
ferida cuténea de ratos Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas como fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA JUNIOR, PINTO; MACIEL, 2005). Desde cedo as primeiras civilizagoes
perceberam que algumas plantas continham, em suas esséncias, principios ativos 0s
quais ao serem experimentados no combate as doencas revelaram empiricamente
seu poder curativo (BADKE et al., 2011). Os primeiros registros datam do periodo de
2838- 2698 a.C. quando o imperador chinés Shen Nung catalogou 365 ervas
medicinais e venenos que eram usados sob inspiracdo taoista de Pan Ku, considerado
deus da criacao (VALE, 2002).

O emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacédo da
saude tem ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples de tratamento
local até as formas mais sofisticadas de fabricacdo industrial de medicamentos
(HAMILTON, 2004; LORENZI; MATOS 2008).

A percepcao sobre o poder curativo de algumas plantas é uma das formas de
relagdo entre populagbes humanas e plantas, e as praticas relacionadas ao uso
tradicional de plantas medicinais s&o o0 que muitas comunidades tém como alternativa
para a manutencdo da saude ou o tratamento de doencas. (AMOROZO, 2002). No
inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-
80% da populacédo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados béasicos de salude (AKERELE, 1993).

No entanto, sua continuidade pode ser ameacada pela interferéncia de fatores
como: maior exposicdo das comunidades a sociedade urbano-industrial e,
consequentemente, as pressdes econémicas e culturais externas; maior facilidade de
acesso aos servigos da medicina moderna devidos aos avang¢os ocorridos no meio
técnico-cientifico, sobretudo no ambito das ciéncias da saude com o uso de
medicamentos industrializados, gradativamente introduzidos no cotidiano das
pessoas modernas, atraveés de campanhas publicitarias que prometem curar as mais
diversas doencas (AMOROZO, 2002).
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A toxicidade dos medicamentos preparados com plantas pode parecer trivial
guando comparada com o0s tratamentos convencionais, entretanto € um problema
sério de saude publica. Plantas medicinais podem desencadear reacfes adversas
pelos seus proprios constituintes, devido a interagdes com outros medicamentos ou
alimentos, ou ainda relacionados a caracteristicas do paciente (idade, sexo, condi¢cdes
fisiologicas, caracteristicas genéticas, entre outros). Erros de diagndstico,
identificacdo incorreta de espécies de plantas e uso diferente da forma tradicional
podem ser perigosos, levando a superdose, inefetividade terapéutica e reacdes
adversas (WHO, 2002). Além disso, o uso desses produtos pode comprometer a
eficacia de tratamentos convencionais, por reduzir ou potencializar seu efeito
(CAPASSO et al., 2000). O uso de plantas medicinais vem sendo substituido pelos
medicamentos alopéaticos (AMOROZO, 2002; BADKE et al., 2011).

Por outro lado, a introducdo da medicina moderna traz outra opcdo para as
praticas de saude em locais ja estabelecidos e pode ndo eliminar o uso da medicina
popular. Ao invés disso, em muitas instancias, procedimentos da medicina moderna e
da medicina popular sdo complementares (AMOROZO, 2004).

A atencdo dirigida pelas autoridades e administracdes de saude para o0 uso de
plantas medicinais aumentou consideravelmente nos dltimos anos, por diferentes
razdes e em diferentes setores. Incentivos em investimentos publicos em plantas
medicinais tem sido feito pela OMS desde 1978, observando-se crescente aceitacao
da fitoterapia por profissionais de saude da aten¢éo basica, assim como a observacao
do aumento de seu uso pela populacdo (HOMAR, 2005).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacdo das
plantas como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populagdo a assisténcia médica, bem como a
tendéncia ao uso de produtos de origem natural. Acredita-se, que o cuidado realizado
por meio das plantas medicinais seja favoravel a saude humana, desde que o usuario
tenha conhecimento prévio de sua finalidade, riscos e beneficios. O profissional de
saude, deve considerar tal recurso de origem popular na sua pratica de cuidar,
viabilizando um cuidado singular, centrado nas crencgas, valores e estilo de vida das
pessoas cuidadas (ISERHARD et al., 2009).

No Brasil, foi publicada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS), que visa ampliar as opc¢des
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terapéuticas oferecidas aos usuarios do SUS, com garantia de acesso a plantas
medicinais, fitoterapicos e outros servi¢os relacionados, com seguranca, eficacia e
qualidade (Ministério da Saude, 2006a).

2.2 Bauhinia Monandra Kurz

A familia das Fabaceas é uma das mais importantes no reino vegetal, com
abundante nimero de géneros e espécies distribuidos nas suas trés subfamilias,
Mimosoideae, Papilionoideae e Caesalpinioideae (ENGLER, 1964). Nesta ultima esta
presente o género Bauhinia, constituido aproximadamente 300 espécies, sendo no
Brasil, ocorrem cerca de 20% destas (HAVER, 2002), onde sao utilizadas na medicina
tradicional, vendidas em feiras livres ou encontradas na composicao de diversos
fitoterapicos (MELO et al., 2011).

Estas espécies apresentam diversas indicagcdes populares, principalmente
como adstringente, cicatrizante, anti-inflamatéria, antialérgica, ténico, expectorante,
hipocolesterolemiante, hipoglicemiante, efeito diurético, anti-hipertensiva, anti-
inflamatorio, antioxidante, inseticida e tendo as flores acéo laxativa suave (SILVA;
CECHINEL FILHO, 2002; ARGOLO et al., 2004; ALMEIDA et al, 2006;
ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA, FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007; CARNEIRO et al., 2014).

Pertencente a subfamilia Caesalpinioideae e género Bauhinia, a espécie
Bauhinia monandra Kurz, é conhecida vulgarmente como “pata-de-vaca” na Amazoénia
onde possui grande valor econémico, e também por Unha-de vaca” e “Orquidea dos
pobres” (BORGES; MENDONCA, 2009), utilizada com fins ornamental, forrageiro e
principalmente medicinal (MARTINS et al., 1995). E um arbusto ou uma arvore perene
com uma coroa arredondada e que chega a crescer entre 3 a 15 metros de altura.
Apresentam flores réseas ou brancas que possuem apenas um estame, sendo essa
a caracteristica que nomeou a espécie (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002) (Figura 1).

Muitas vezes é cultivada por suas flores serem elegantes e folhagens
ornamentais. E popularmente plantada em jardins de rua nas regifes tropicais da
Australia, América, Asia e na india ocidental (KEAY, 1989). Crescem em solos secos
e pouco ricos em nutrientes e seu fruto é tipicamente um legume, chamado de vagem

(ALVES; BRETT, 2002). Em Pernambuco, podem ser encontradas espécies nativas
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como B. chelantha Stend, B. forficata Link, B. heterandra Benth, B. membranacea
Benth, B. monandra Kurz, entre outras (ALVES et al., 2000).

As sementes de B. monandra séo fontes ricas de vitamina A e contém uma
quantidade elevada de &cido linoleico e baixa quantidade de acido miristico (KEAY,
1989). Segundo pesquisas, a B. monandra tem potencial antidiabético contra diabetes
induzida experimentalmente em ratos (MCCUNE; JOHNS, 2002) e este potencial
antidiabético tem sido ligado a presenca de componentes antioxidante (ANOSIKE,
OBIDOA; EZEANYIKA, 2012). Estudos demonstraram o potencial antioxidante do
extrato de folhas de B. monandra por meio de suas acdes inibitérias in vitro sobre
radicais livres de DPPH, radicais de peréxido de hidrogénio e radicais livres de ions
ferrosos (NWORIE; OKORIE,2018).

Figura 1: Bauhinia monandra Kurz (Fonte: pessoal).

Argolo et al. (2004), demonstram que os extratos cloroférmicos e acetato de
etila das folhas de B. monandra Kurz contém compostos com significantes efeitos
antioxidantes (flavonoides e esteroides). Ja o extrato etandlico apresentou atividade
hipoglicemiante em ratos com diabetes tipo 2 induzida e acredita-se que essa
atividade esteja relacionada com a forte acdo antioxidante demonstrada nos
experimentos. Fernandes et al. (2012) detectaram a presenca de rutina no extrato
hidroetandlico das folhas de B. monandra.

2.3 Lectina

O termo lectina, origina do latim “lectus” (que significa selecionado ou

escolhido), foi introduzido por Boyd & Shapleigh no ano de 1954, para indicar um
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grupo de proteinas que apresentam caracteristica de se ligarem de um modo
especifico e seletivo a residuos de carboidratos de uma forma néo covalente (HONG
et al.,, 2001; SHARON & LIS, 2004) e sao conhecidas como aglutinina, devido a
capacidade de aglutinar eritrécitos ou outras células (PEUMANS; VAN DAMME, 1995;
KENNEDY et al.,1995; MATSUI et al., 2001).

Em 1888, datam os primeiros relatos sobre as lectinas descrito por Stillmark, a
partir de uma preparagdo proteica parcialmente pura, obtida da Ricinus communis
(mamona), a qual foi denominada ricina. Desde 0 momento que a ricina mostrou
aglutinar as células vermelhas do sangue, o termo hemaglutinina vem sendo também
utilizado (VANDENBORRE, SMAGGHE; VAN DAMME, 2011) e somente no ano de
1954 Boyd e Shapleigh propuseram o termo lectina para definir essas proteinas.

A ricina, foi a primeira lectina de origem vegetal a ser descoberta e é uma
proteina heterodimérica (dois monémeros ndo idénticos) com especificidade para
Galactose e N-acetil galactosamina (LORD, 1994). Chegando na década de 60,
pesquisadores descobriram que as lectinas promoveram estimulagdo miogénica de
linfécitos e da inibicdo do crescimento de células tumorais (SHARON; LIS, 2001).

As Lectinas sdo consideradas de natureza ubiqua, pois estdo presentes em
todas as classes e familias de organismos, sendo encontradas em vegetais superiores
em todos os tecidos, como nas folhas (COELHO; SILVA, 2000), cascas, bulbos,
tubérculos (RUDIGER; GABIUS., 2001), sementes (SHARMA et al., 2010), raizes
(SOUZA et al., 2011), frutos, rizomas (PEUMANS et al., 2001), cerne (SA et al., 2009),
também podemos encontrar em algas, fungos, bactérias, virus, animais (vertebrados
e invertebrados) e também em células-tronco embrionarias (ALVAREZ-MANILLA et
al., 2010).

A maioria das lectinas de origem vegetal é obtida de semente, principalmente
de leguminosas, onde sdo acumuladas no periodo de maturacao e desaparecem apos
a germinacdo (ALENCAR et al., 2005). Ja as lectinas de origem bacteriana, viral e
animal possuem a fungdo de mediar varios eventos de reconhecimento bioldgico
como na defesa do hospedeiro, fertilizacdo, no desenvolvimento, metastase tumoral
e inflamacgéao (CAVADA et al., 2001).

As lectinas vegetais apresentam uma diversidade estrutural em relagao ao seu
dominio ligante, onde foram classificadas em: Merolectinas que possuem um Unico

dominio ligante a carboidrato; Hololectinas com no minimo dois dominios idénticos ou
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homologos; Quimerolectinas com um ou mais dominios ligantes, associados com
outro dominio distinto e as Superlectinas que possuem no minimo dois dominios
ligantes a carboidrato estruturalmente idénticos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Diante de sua diversidade estrutural, cada lectina pode apresentar
caracteristicas préprias, em uma variedade de especificidades, podendo interagir com
glicoproteinas, oligossacarideos ou monossacarideos especificos (SHARON, 2008).

As interacdes entre lectinas e carboidratos ocorrem através de especificidade
com ligagBes reversiveis de determinada lectina com glicoproteinas ou grupo de
carboidratos (oligossacarideos) ou um carboidrato especifico (WU et al., 2006).
Sabendo que a seletividade € obtida por pontes de hidrogénio, interacdes de Van der
Walls, coordenacBes metélicas, intera¢des hidrofébicas entre a lectina e o carboidrato
(SHARON, 2008) e na interacdo mediada diretamente por moléculas de &agua
(YOSHIZUMI et al., 1999).

Em sua estrutura, as lectinas apresentam um ou mais sitios de ligacéo para as
unidades glicidicas. Elas séo glicoproteinas de origem ndo-imunolégica que podem
ligar carboidratos e aglutinar células (ISKRATSCH et al, 2009) (Figura 2A). No
entanto, carboidratos especificos podem ligar-se a lectinas impedindo a aglutinacao
de células (RANTANAPO et al., 1998) (Figura 2B).

Eritrécitos evidenciendo carboidratos Lecti dois sitios d % L
da superficie da membrana @ “ Ilgzg;g]asi:?bo%sral:s ‘ .Cartmdr:to i

Figura 2: Atividade hemaglutinante utilizando eritrécitos humanos ou de outros animais,

empregado para deteccdo da presenca de lectinas em determinada amostra. (B) Ensaio de

inibicdo da atividade hemaglutinante realizado em presenca de carboidratos livres com o

objetivo de confirmar a presenca de lectinas em amostras contendo atividade hemaglutinante,

ou de determinar a especificidade das lectinas detectadas. Adaptado de Lima et al., 2018.
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A investigacdo da atividade hemaglutinante das lectinas em determinada
solucéo, pode ser através de um extrato ou uma proteina pura, onde se da devido a
capacidade das lectinas em aglutinar eritrécitos, os quais podem ser tratados
enzimaticamente por tripsina, como também quimicamente por glutaraldeido ou
formaldeido (MO et al., 2000). A hemaglutinacdo permite a avaliacdo da estabilidade
da lectina a valores de pH e temperatura e pode determinar as condi¢cdes a serem

usadas na aplicagdo biotecnoldgica de lectina (PAIVA et al., 2010) (Figura 3).

(4
) Hemaglutinagao
m Nao Hemaglutinacao

Figura 3: Visualizacdo do ensaio para deteccdo da presenca de lectinas utilizando eritrécitos
de coelho mostrando a auséncia de atividade hemaglutinante e a formacdo da malha de
hemaglutinacdo (Fonte: pessoal).

Sobre sua acgdo, segundo pesquisas, as lectinas nos animais participam no
processo da endocitose, transporte intracelular de glicoproteinas (MECKLENBURG et
al., 2002), apoptose (SUZUKI et al.,, 2008), defesa contra microrganismos, na
regulacéo da migracéo e adeséao celular (JANKOVIC; GOLUBOVIC, 2000), influéncia
na homeostasia de leucdcitos e na modulagéo de processos inflamatérios (STOWELL
et al., 2008). As lectinas tém demonstrado também um papel importante na area de
microbiologia, pois demonstram acdo contra o crescimento de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, além de acao contra fungos (KNAUT, 2016), devido a sua
capacidade em reconhecer sutis diferencas na estrutura de carboidratos complexos
presentes na superficie celular de bactérias e fungos (LUO et al., 2007).

Essas proteinas possuem acao pré-inflamatéria devido a inducéo proliferativa
de linfocitos, atuando como agente mitogénico Util para o estudo de interacdo da
lectina com células linfocitarias in vitro (KIPATRICK, 1999), como também
participando na producdo de macrofagos e atuando com efeito cicatrizante (PEREIRA
et al., 2012). Algumas lectinas apresentam atividade antitumoral devido a sua agao
imunomodulatoria (TIMOSHENKO et al., 2001), aplicada na pesquisa do cancer
devido habilidade em detectar alteracbes em células malignas e reducé&o do potencial
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tumoral (SINGH, SINGH; KAMBOJ, 2004). Também apresentam potencial inseticida
com aplicacéo biotecnoldgica no controle de pragas agricolas (SANTOS et al., 2013).

A BmoLL, uma lectina especifica a galactose, é purificada a partir das folhas da
Bauhimia monandra, através do fracionamento com sulfato de amoénio (0-60%)
seguido pela cromatografia de afinidade em gel de guar (COELHO; SILVA, 2000).
Comporta-se de modo interfacial e possui habilidade de interagir com monocamadas
de lipidios por medidas de tensdo de superficie (ROSILIO et al., 2004).

Entre suas aplicacdes biolégicas, BmoLL reconheceu de forma seletiva os
diferentes sorotipos de dengue, atribuindo-se aos diferentes padrées de glicoproteinas
nos soros produzidos pela resposta imune a partir de pacientes infectados pelo virus
da dengue (ANDRADE et al., 2011), apresentando acao inseticida contra larvas de
Zabrotes subfasciatus e Anagasta kuehniella (MACEDO et al., 2007) e possivel efeito
antioxidante ndo apresentando genotoxicidade nem citotoxicidade em células e
bactérias (SISENANDO et al., 2009).

2.4 Pele

A pele é o maior e mais complexo 6rgdo dos animais vertebrados,
desempenhando varias funcdes importantes como na manutencdo da homeostase
controlando a perda de agua e proteinas, apresenta receptores sensoriais, age como
orgdo do sentido, participa da termorregulacdo corpérea, protecdo contra agentes
externos (quimico, fisico e bioldgico), producédo de vitamina D e principal barreira de
protecdo do organismo. Ha mais de 150 anos, a pele foi descrita por Virchow como
um envoltério com funcdo de revestimento e protecdo a 6rgaos mais complexos
(VIRCHOW, 1860).

Durante os ultimos anos, estudos tém demonstrado que a pele também é um
orgdo funcionalmente sofisticado. Suas interacdes celulares e moleculares séo
complexas e ocorre renovacao e reparo de seus componentes a todo o momento. E
um tecido altamente dinamico, capaz de responder a alteracdes no ambiente externo
e interno e isto permite que muitas das manifestacdes do organismo se expressem
por alteracdes cutaneas (BARBOSA, 2011).

Anatomicamente, a pele é dividida em trés partes: a epiderme que compreende
a parte superficial, a derme que fica logo abaixo da epiderme, tendo a presenca da
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membrana basal separando essas camadas e logo abaixo da derme, temos a

hipoderme (Figura 4).

Camada de células basais

Célula de Merkel

Derme —
Ducto écrino —, 4
|

Membrana basal

Crista epidérmica

Papila dérmica
Epiderme —

Misculo eretor do pelo
Glandula sebacea

Glandula écrina

Figura 4: Imagem ilustrativa da pele, identificando suas 3 camadas (Fonte: BOHJANEN,
2015)

A epiderme é formada por camadas de células diferenciadas pela morfologia,
grau de maturacdo e profundidade, que sédo elas: a camada basal (estrato
germinativo), a camada espinhosa, a camada granulosa, o estrato licido e a camada
cornea. As mais superficiais sdo justapostas umas as outras e cobertas por queratina.
Dai segue a sua denominacdo histologica: tecido epitelial plano/pavimentoso
estratificado queratinizado (BARBOSA, 2011).

As células da camada mais profunda da epiderme, a camada basal, dividem-
se continuamente, diferenciam e se tornam achatadas passando a fabricar e a
acumular dentro de si quantidades crescentes de queratina, uma proteina resistente
e impermeavel, integrante da pele, dos cabelos e das unhas. As células mais
superficiais, ao se tornarem repletas de queratina, perdem o nucleo e passam a
constituir um revestimento resistente ao atrito e altamente impermeavel a agua,
denominado camada queratinizada ou cornea. O tempo de maturagédo de uma célula
basal até atingir a camada coOrnea é de, aproximadamente, 26 a 28 dias (CESTANI,
2018).

A epiderme contém, junto a camada basal, os queratindcitos que sao células
responsaveis pelo processo de queratinizacdo, pela formagdo de filamentos de

queratina, em associacdo com desmossomos, hemidesmossomos e a membrana
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basal possibilitam a integridade estrutural da epiderme (URMACHER, 1997) e
garantido a sua renovacdo. Na camada basal também podemos encontrar os
melandcitos, que sdo células onde estendem seus prolongamentos dendriticos
superiormente até as outras células epidérmicas, sendo responsaveis pela
pigmentacao da pele, os quais sintetizam a melanina que tem acéo protetora contra a
radiacdo ultra-violeta, este pigmento € progressivamente transferida aos
queratinécitos (WATT, 1988).

Durante a diferenciacdo epidérmica, os queratindcitos sofrem modificacdes
morfolégicas e biologicas. A partir da camada basal, eles movem-se através das
camadas espinhosa e granulosa e fixam-se na camada mais superficial (cornea),
constituindo entéo estruturas multilamelares de cornedcitos anucleados, circundados
por lipideos extracelulares (TAUBE et al., 2000).

Outras células que podemos encontrar na epiderme, sdo as células de
Langerhans, que reconhecem e processam sinais antigénicos e 0s comunicam as
células linfoides e também possuem morfologia dendritica e as células de Merkel
basais, que sdo células neuroenddcrinas as quais atuam na proliferacdo de
gueratindcitos e parecem ter papel na regulacdo de doencas cutaneas (BOULAIS et
al., 2009).

A epiderme ndo possui vascularizacdo, ela recebe seus nutrientes por
contiguidade com a derme (GAWKRODGER, 2002). A adeséo da epiderme a derme
ocorre pela projecdo de cristas epidérmicas, enquanto a derme se projeta
superiormente pelas papilas dérmicas. A interface entre estas camadas é conhecida
como juncao dermoepidérmica ou zona da membrana basal (BARBOSA, 2011).

A derme, esta localizada sob a epiderme e apresenta espessura variavel de 0,3
a 3 milimetros, de acordo com a regi&o do corpo. E um tecido de sustentacio da
epiderme, formado por um denso estroma fibroelastico de tecido conectivo, em meio
a substancia fundamental, que serve de suporte para extensas redes vasculares,
nervosas e anexos cutaneos que derivam da epiderme. Os principais componentes
da derme incluem o colageno (70% a 80%), que confere a resisténcia; a elastina (1%
a 3%), que da a elasticidade; e os proteoglicanos, que constituem a substancia amorfa
em torno das fibras colagenas e elasticas; além de fibras proteicas, fibras de reticulina,
vasos sanguineos e linfaticos, terminacfes nervosas, 0rgdos sensoriais, foliculos

pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas (CESTANI, 2018).

24



Todo esse conjunto esta envolvido pela substancia fundamental, que contém,
ainda, varios tipos celulares como fibroblastos, macréfagos, mastoécitos, leucécitos
(como neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, mondcitos e plasmdécitos), linfécitos T e
células dendriticas, envolvidas com a defesa imunoldgica da pele (Tabela 1). As fibras
e a substancia fundamental sdo produzidas pelos fibroblastos, as principais células da
derme (CESTANI, 2018).

Tabela 1: Funcdo de algumas células presentes na derme. Adaptado de JUNQUEIRA,;
CARNEIRO (2013)

Células Funcbes
Fibroblastos Producdo de moléculas da matriz extracelular (fibras e substancia
fundamental)
Macréfagos Fagocitose de substancias estranhas e bactérias, processadora e

apresentadora de antigenos, secrecdo de citocinas e fatores

quimiotéticos que participam da inflamacao

Mastdcitos Defesa  imunoldgica, participa da re-epetilizacdo e

revascularizacéo do tecido, remodelacdo da matriz conjuntiva

Leucdcitos Proteger o organismo contra infec¢des
Linfocitos Participa da defesa imunoldgica
Células Dendriticas Identifica a infeccdo e desenvolvimento da resposta imune

As fibras colagenas perfazem cerca de 70% da derme e séo responsaveis pela
rigidez e forca desta camada. Além disto, a fisiologia e a reparacdo da pele dependem
da sintese e da degradacdo do colageno (AZULAY; AZULAY, 1999). As fibras
elasticas conferem elasticidade ao tecido. Elas formam uma rede que se estende
desde a juncédo dermo-epidérmica até a hipoderme. Também estdo dispostas ao longo
dos foliculos pilosos e do endotélio vascular. A substancia fundamental amorfa da pele
€ constituida basicamente por glicosaminoglicanos (acido hialurdnico, sulfato de
dermatan ou condroitino sulfato B, sulfato de heparana, sulfato de condroitina e sulfato
de queranato). Esta substancia permite a adeséo de diversos componentes do meio
extracelular (BARBOSA, 2011).

A derme é constituida por duas camadas: a papilar, superficial, e a reticular
mais profunda. A derme papilar acompanha a camada basal, € mais delgada,
altamente vascularizada e preenche as concavidades entre as cristas epidérmicas,

dando origem as papilas dérmicas. E formada por feixes delicados de fibras colagenas
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(principalmente do tipo Ill) e elasticas, dispostas em uma rede frouxa, circundada por
abundante gel de mucopolissacarideos. Na derme papilar, as fibras colagenas e
elasticas estdo orientadas verticalmente e a substancia fundamental é mais
abundante do que na derme reticular, porém, menos espessa, rica em tecido
conjuntivo frouxo e fibroblastos, além de vasos sanguineos de menor espessura e
calibre (CESTARI, 2018) que sdo responsaveis pela nutricdo e oxigenacdo da
epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A derme reticular representa 4/5 da espessura da derme, estando localizada
abaixo do nivel das cristas epidérmicas. E constituida por tecido conjuntivo denso e
contém fibras colagenas espessas (principalmente do tipo 1) entrelacadas, com
direcdo paralela a epiderme, misturadas com fibras elasticas (responsaveis, em
partes, pela elasticidade da pele), dispostas paralelamente a superficie da pele,
reunidas com a substancia fundamental (CESTARI, 2018). Além dos vasos
sanguineos e linfaticos, e dos nervos, também sdo encontrados na derme estruturas
derivadas da epiderme: foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandula sudoriparas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A hipoderme (do grego hipo = abaixo; derma = pele), também denominada de
tecido celular subcutaneo ou paniculo adiposo, € a camada mais profunda da pele,
localizada abaixo da derme e unindo-a & fascia muscular subjacente. E um tecido
complexo constituido por adipocitos, que sdo células especializadas no
armazenamento de gordura. Esse tecido estd localizado em l6bulos de gordura
divididos por septos fibrosos compostos de coldgeno, por onde correm vasos
sanguineos, linfaticos e nervos (CESTARI, 2018).

As principais funcdes da hipoderme sdo: reservatorio energético, isolante
térmico, protetora contra choques mecéanicos, modeladora da superficie corporal e
fixadora dos 6rgaos. A espessura e a consisténcia da hipoderme variam de modo
individual e conforme as diferentes regides do corpo. Nos mamilos, nadegas e
abddémen, a hipoderme € mais espessa e mole. Nos calcanhares, palmas e fronte, é

menos espessa, menos fibrosa e menos elastica (CESTARI, 2018).
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2.5 Ferida

E qualquer interrup¢do na continuidade de um tecido corp6reo, em maior ou
menor extensdo, causada principalmente por trauma ou desencadeada por uma
afeccdo clinica. Podem ser agudas e de facil cicatrizacdo ou crbnicas quando
ultrapassam seis semanas para cicatrizar (MANDELBAUM, DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003). As feridas podem ser classificadas quanto a etiologia,
complexidade e tempo de existéncia (KANJ, WILKING; PHILLIPS, 1998). O interesse
da medicina pelos cuidados com a perda de continuidade do tecido vem desde a
Antiguidade (JONES; NELSON, 2005), tendo com os métodos clinicos e cirdrgicos
para o tratamento das feridas.

Quanto a complexidade, a ferida é considerada como simples, sendo aquela
gue evolui espontaneamente para a resolucédo, seguindo os trés estagios principais
da cicatrizacao fisiolégica: inflamacao, proliferacdo celular e remodelagem tecidual
(ISAAC et al., 2010). Ja lesbBes que acometem areas extensas e/ou profundas, que
necessitam de recursos especiais para sua resolucéo, tém seu processo de evolucao
natural alterado e representam ameaca a viabilidade de um membro ou feridas
recorrentes que reabram ou necessitem de tratamento mais elaborado, séo
denominadas feridas complexas (FERREIRA et al., 2006).

O reparo tecidual € um processo complexo, que envolve a interacdo entre
células estromais e circulatérias que sao ativadas por uma pléiade de mediadores de
natureza quimica, fragmentos de células, matriz extracelular, por alteracdes fisico-
guimicas no microambiente da lesdo e das areas a ela circunjacentes (PAVLETIC,
2010), o reparo conta também com a proliferacdo e crescimento das células da derme
(como os fibroblasto) e da epiderme (queratindcitos e melandcitos) remanescentes
(JANSSON, HAEGERSTRAND; KRATZ, 2001).

A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente ou mesmo
atingir todo o orgao, chegando ao tecido celular subcutaneo, com isso, a ferida é
dividida em dois tipos: ferida de espessura parcial, que ocorre ap0s muitos
procedimentos dermatolégicos como a dermoabrasdo, o resurfacing por laser ou
peelings quimicos; pode também ser causada por traumatismos. A reparacao faz-se

pela reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente nao

27



acometida, tendo como resultado uma cicatriz praticamente imperceptivel (FAZIO,
ZITELLI; GOSLEN, 2000).

Jé& as feridas de espessura total, necessitam da formag&o de um novo tecido, o
tecido de granulacao; a epitelizacdo, base da cicatrizacao nas feridas de espessura
parcial, acontece apenas nas margens da ferida. Nesse caso, a cicatriz é totalmente
perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (FAZIO, ZITELLI; GOSLEN, 2000).

No momento que a pele sofre uma lesdo, seja qual for a natureza, é
interrompida a continuidade tecidual, alterando a fisiologia da pele e ativando o
sistema primario de defesa do organismo (ISAAC et al., 2010). O rompimento desta
solucéo de continuidade tecidual em regido vascularizada tem como consequéncia o
extravasamento de sangue, que preenche a area lesada com plasma e plaquetas. A
coagulacao é iniciada pelas plaquetas e fibrinas, logo apés a injuria com ativacéo da
cascata de coagulacédo, aumento da permeabilidade vascular e liberacdo de proteinas
plasmaticas, aminas vasoativas e dentre outros mediadores (BEANES et al., 2003).

No Brasil, as feridas acometem a populagéo de uma forma geral, independente
do sexo, idade ou etnia, determinando um alto indice de pessoas com altera¢gfes na
integridade da pele, constituindo assim, um sério problema de saude publica. Porém
ndo ha dados estatisticos que comprovem este fato, devido os registros desses
atendimentos serem escassos. Contudo, o surgimento de feridas onera os gastos
publicos e prejudica a qualidade de vida da populagdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2002).

2.6 Processo Cicatricial

E um processo pelo qual um tecido lesado é substituido por tecido conjuntivo
vascularizado, quer a lesdo tenha sido traumética ou necroética (PANOBIANCO et al.,
2012). A cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacao e
a reconstituicdo do tecido (ORTONNE; CLEVY, 1994). Tal evento € um processo
dindmico que envolve fenbmenos bioquimicos e fisiolégicos que se comportam de
forma harmoniosa a fim de garantir a restauracao tissular (MANDELBAUM, DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Assim sendo, 0 processo de cicatrizagdo tem como
finalidade restabelecer a homeostasia tecidual (CAVALCANTE et al., 2012).
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O inicio da cicatrizacdo ocorre apds a criacdo de uma ferida, definida como
uma lesdo corporal que normalmente envolve lacerac&o ou ruptura de uma membrana
e danos aos tecidos subjacentes. A lesdo superficial pode ocorrer pela acdo de
agentes mecéanicos ou térmicos, que levam a ruptura da pele ou de outros 6rgaos e
danos ao tecido e sua vascularizagcdo. Em seguida ocorre o sangramento, a leséo de
endotélio e o extravasamento de proteinas intravasculares e extravasculares
(MEDEIROS, 1992).

O processo de reparacao tecidual é dividido em fases, de limites ndo muito
distintos, mas sobrepostas no tempo, onde podemos dividir em coagulacao,

inflamacao, proliferacdo e remodelacéo (Tabela 2).

Tabela 2: Fases do processo cicatricial. Adaptado de MANDELBAUM, DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003

Fases Funcbes

Coagulacao Ocorre logo apods o surgimento da ferida, formando uma matriz
proviséria e liberacdo de substancias que ditam o

desencadeamento das fases seguintes

Inflamacéo Presenca de células inflamatérias, vasodilatacdo e aumento da

permeabilidade vascular

Proliferagcédo Fechamento da ferida, ocorrem os processos da formacédo de
tecido de granulacdo, angiogénese, epitelizacdo e deposi¢cdo de

coldgeno

Remodelagéo Diminuic&do do tamanho da cicatriz e aumento da forca de tenséo,

reorganizacdo da nova matriz

A fase coagulativa, inicia-se logo apés o surgimento da ferida, ocorrendo a
vasoconstricdo e a formacao de coagulo, levando a cessacédo do sangramento. Essa
fase depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulacdo (TERKELTAUB,;
GINSBERG, 1998). As plaquetas sédo as primeiras células a atuarem na resposta a
leséo e quando ativadas, contribuem para hemostasia através do processo de adesao,
agregacao e desgranulacao (FURIE; FURIE 2008).

A agregacao plaquetéria no meio da matriz de fibrina forma um coagulo (que
atua na coaptacao das bordas da ferida) e o trombo (impede o sangramento continuo),

estabelecendo uma barreira protetora contra agentes exogenos, e fornecendo um
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reservatorio de substancias liberadas pela desgranulacdo das plaquetas (ROZMAN;
BOLTA, 2007).

A desgranulacdo, envolve a liberagdo de diversas citocinas, fatores de
crescimento e de proteinas da matriz armazenada dentro dos granulos alfa das
plaguetas. Estas substancias promovem mecanismos celulares e extracelulares
importantes para hemostasia, bem como para varias outras fases da cura das feridas:
deposicdo de matriz, quimiotaxia (migracdo de neutréfilos), proliferacdo celular,
angiogénese e remodelamento (ROZMAN; BOLTA, 2007).

Apés a hemostasia tem inicio imediato os mecanismos da inflamacéo,
evidenciada através de alguns sinais fisicos, como no eritema, calor, edema e dor, e
a nivel celular a inflamacéo é representada pela dilatacdo dos vasos, aumento da
permeabilidade vascular e no recrutamento das células inflamatérias, como os
leucdcitos, macrofagos e linfocitos para o local da lesdo. Ambos apresentam funcao
critica no desbridamento das feridas, no entanto os macréfagos promovem também o
recrutamento e ativacdo de outras células necessarias para as etapas subsequentes
na cicatrizacdo (ROZMAN; BOLTA, 2007; FURIE; FURIE 2008).

As reacdes inflamatorias podem ser agudas ou cronicas. Quando agudas tém
duracdo de no maximo alguns dias. Suas caracteristicas principais sédo a presenca de
exsudato (liquido inflamatério extravascular com concentracdo proteica elevada e
grande quantidade de restos celulares) e migracdo de leucécitos. Na inflamacéo
cronica a duracdo € prolongada, o que permite o surgimento de um novo padrédo
histol6gico com neovasculariza¢ao, fibrose, necrose tecidual e a presenca de linfécitos
e macrofagos. Nas lesdes crbnicas de pele a camada epidérmica sofre hipertrofia
(aumento do tamanho das células) e hiperplasia (aumento do nimero de células),
enquanto na derme transcorre fibrose (BARBOSA, 2011).

Intimamente ligada a fase de coagulacéo, a inflamacdo depende, além de
inimeros mediadores quimicos, das células inflamatdrias, como os leucécitos
macrofagos e linfocitos. Os Neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem a ferida,
com maior concentracdo 24 horas apos a lesdo. S&o atraidos por substéancias
guimiotaticas liberadas pelas plaguetas. Os Neutréfilos aderem a parede do endotélio
mediante ligagdo com as selectinas (receptores de membrana) e produzem radicais
livres e de enzimas proteoliticas que auxiliam na destruicdo bacteriana,
(BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006).
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O papel secundario dos neutréfilos € manter a fase inicial do processo
inflamatorio através da excrecéo de citocinas (EFRON et al., 2005; SCHMAIER, 2008)
como a TNF-a que amplifica quimiotaxia de neutrofilos e estimula macrofagos,
queratinécitos, fibroblastos e expressdo de fatores de crescimento necessarios na
angiogénese e sintese de colageno (EFRON et al., 2005), sendo gradativamente
substituidos pelos macréfagos (BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006).

Os macréfagos sdo células inflamatérias mais importantes dessa fase.
Derivados de mondcitos extravasados, os macréfagos apresentam capacidade
fagocitica, aléem de atuarem como células apresentadoras de antigenos, fonte de
fatores de crescimento e mediadores bioquimicos que ditam e sustentam o processo
de cicatrizagdo (MANDELBAUM, DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Os macrofagos
S80 necessarios para apoiar o recrutamento e ativacdo celular, a sintese da matriz
extracelular, a angiogénese e a remodelacdo. Estimulam a formacéo de fibroblastos,
a sintese do colageno pelos fibroblastos e a neoformacao de vasos sanguineos na
ferida. Ao contrario dos neutrofilos, os macréfagos permanecem dentro de um
ferimento até a sua cura completa (EFRON et al., 2005; EMING, KRIEG; DAVIDSON,
2007; CHILDS; MURTHY, 2017).

Os linfécitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana, porém
sua participacao para a cicatrizagdo néo é totalmente conhecida. Aproximadamente,
entre seis a sete dias apoés a injuria, a quantidade de linfocitos que aparece na ferida
€ menor que na circulacdo. Elas secretam linfocinas importantes, como o fator de
inibicdo da migracao (MIF), interleucina-2, fator de ativacdo de macréfago (MAF) e
fatores quimiotaticos, além de aumentar o estagio inicial da cicatrizacdo através da
estimulagcdo de macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (NETO, 2003).

Além da presenca dos neutréfilos, macréfagos e linfocitos na fase inflamatoria,
estdo presentes também os mastocitos que podem alcancar um aumento cinco vezes
maior em numero no local da lesdo (CHILDS; MURTHY, 2017). Essa célula é
proveniente do tecido conjuntivo que auxiliam no mecanismo de defesa
imunolégica, estando envolvidos em reacdes de hipersensibilidade, respostas
imunes locais, como na expulsédo de alguns patdogenos (KRISHNASWAMY et al.,
2006).

Atuando na fase inflamatoria, o mastocito participa na reepitelizacéo,

revascularizacdo do tecido lesado, na deposi¢éo de tecido conjuntivo temporario
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e na remodelacdo da matriz conjuntiva (ARTUC et al., 2006). Granulos do
citoplasma dos mastocitos contém histamina, citocinas (TNF-a), prostaglandinas e
protease. A sua desgranulacao leva ao aumento da permeabilidade vascular, ativagao
celular, deposicao de colageno, e remodelacao dos tecidos em cicatrizagdo (CHILDS;
MURTHY, 2017).

Quando os mastocitos sdo ativados, aumentam em numero, tamanho e
granulosidade (BEZERRA et al., 2003). Desta forma, a relagdo da populacéo de
mastocitos, inflamacdo e reparo tem sido extensivamente pesquisada nha
literatura, especialmente em modelo animal (MUSSED et al., 2003; RIBEIRO,
2006; NETTO et al., 2007).

Os eventos da inflamacéo se levam ao desbridamento e limpeza da ferida. Uma
vez desbridada, a cicatrizagéo das feridas entra em uma etapa conhecida como fase
proliferativa. A proliferacdo ocorre no periodo de 4 a 12 dias pés-lesdo. Durante este
periodo, fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e células epiteliais
comecam a cobrir o local da lesdo. Essas células restabelecem a continuidade do
tecido através da deposicdo da matriz, angiogénese e da epitelizacdo (CHILDS;
MURTHY, 2017).

A fase proliferativa € constituida por quatro etapas fundamentais: formacéo do
tecido de granulacéo, angiogénese, epitelizacéo e deposicéo de colageno. Nesta fase
ocorre a reparacao do tecido conjuntivo e do epitélio. Na reparacdo do tecido
conjuntivo ocorre a formacéo do tecido de granulacdo, com proliferacdo endotelial e
de fibroblastos (SARANDY, 2007), célula critica na formacéo da matriz. Longe de ser
apenas produtor de colageno, o fibroblasto produz elastina, fibronectina,
glicosaminoglicano e proteases, estas responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiolégico (VAN WINKLE, 1967).

Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser
ativados para sair de seu estado de quiescéncia. O fator de crescimento mais
importante na proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos ¢ o PDGF (BROUGHTON,
JANIS; ATTINGER, 2006). Em seguida é liberado o TGF-B, que estimula os
fibroblastos a produzirem colageno tipo | e a transformarem-se em miofibroblastos,
gue promovem a contragao da ferida (CAMPOS, BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A sintese e secrecao de componentes da matriz extracelular tem inicio devido

a presenca dos fibroblastos, com a secrecdo de glicosaminoglicanos e fibras
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colagenas tipo | e lll, associadas a proliferacéo e ao crescimento interno dos capilares
(angiogénese) (KUMAR et al., 2005). Como consequéncia da angiogénese, o tecido
conjuntivo é formado, recebendo a denominacao de tecido de granulacéo, devido a
sua aparéncia granular, pela presenca de inumeros capilares (WERNER; GROSE,
2003).

A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e é
caracterizada pela migracédo de células endoteliais e formagéo de capilares, essencial
para o suprimento de oxigénio e nutrientes a cicatrizagdo (CAMPOS, BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007). Comeca nos primeiros dias apos a lesdo vascular e pode
tornar-se evidente em cerca de 4 dias ap0s a lesdo. As células endoteliais de vénulas
intactas migram da periferia para a borda da ferida e novos capilares sdo formados
(RAJA, GARCIA; ISSEROFF, 2007).

A acédo direta dos fatores de crescimento principalmente o VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) sobre as células endoteliais dos vasos, a inducdo da
angiogénese é também influenciada pela baixa tensdo de oxigénio que ocorre no
centro da ferida (KNIGHTON, SILVER; HUNT, 1981). Ainda sob estimulo dos fatores
de crescimento, as células endoteliais dos vasos intactos, as margens das feridas
passam a secretar colagenase e ativador de plasminogénio que promove aberturas
na membrana basal, permitindo a migracdo destas células em direcédo a area lesada,
sofrendo diferenciagcbes para formacdo de novos tubos capilares (BALBINO,
PEREIRA; CURI, 2005).

Nas feridas fechadas, neovasos de bordas opostas coalescem para
revascularizar da ferida, jA em feridas abertas os novos capilares de uma ferida
fundem-se e crescem na mesma direcdo, o que contribui para a formacao do tecido
de granulacédo (HUNT, 2006). Os eventos da angiogénese séo regulados pelos fatores
de crescimento (TNF-a, TGF-b, VEGF, FGF, PDGF) derivados de plaquetas,
macrofagos e células endoteliais danificadas (RAJA, GARCIA; ISSEROFF, 2007).
Além destes mediadores, o ambiente metabolico da ferida influéncia a angiogénese.
Em condicbes de isquemia, o0 aumento de lactato, juntamente com a diminuicdo do
pH e oxigénio contribuem para a inibicdo da angiogénese (SCHUGART et al, 2008).

No mesmo modo que a angiogénese, a epitelizacdo ocorre precocemente. Se
a membrana basal estiver intacta, as células epiteliais migram em direcao superior, e

as camadas normais da epiderme séo restauradas em trés dias. Se a membrana basal

33



for lesada, as células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa
de restabelecer a barreira protetora (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994). A
epitelizacdo restabelece a barreira externa que minimiza as perdas de liquidos e a
invasao bacteriana (CHILDS; MURTHY, 2017).

Os eventos da epitelizacdo séo influenciados por sinalizacdes intercelulares,
fatores do crescimento e pelas condi¢des metabdlicas intrinsecas da propria ferida. A
baixa tenséo de oxigénio que ocorre apés a lesdo estimula a producédo de TGF-f3, que
ajuda a diferenciagdo das células epiteliais permitindo a migragéo e mitogénese. O
TGF-B e o fator de crescimento de queratindcitos (KGF) estimulam diretamente a
replicacéo celular (RAJA, GARCIA; ISSEROFF, 2007).

O ultimo fenbmeno da fase proliferativa é a deposi¢cdo do colageno, iniciando
na primeira semana apos a lesdo e continuando por 12 a 18 meses. Durante este
periodo, a matriz de colageno continuamente sofre reabsorcdo e deposicdo no
processo de remodelacdo. A matriz inicial de colageno difere em conteddo e
organizacdo daquela do tecido normal, ndo lesado. A matriz de colageno da ferida
jovem contém de 20% de colageno tipo lll, o que torna essa matriz muito fragil
(CHILDS; MURTHY, 2017).

Além disso, as fibrilas de coldgeno da matriz sdo altamente glicosiladas e finas.
Elas sé@o dispostas paralelamente e ndo se entrelacam. Apds uma semana de
evolugdo, a resisténcia da ferida atinge apenas 3% daquela do tecido normal. As
colagenases e proteinases degradam as fibrilas de colageno jovem e novo colageno
continua sendo depositado pelos fibroblastos (CHILDS; MURTHY, 2017).

Chegando na ultima fase do processo cicatricial, a remodelacdo ocorre no
coldgeno e na matriz; dura meses e é responsavel pelo aumento da forca de tensao
e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. E o periodo no qual os
elementos reparativos da cicatrizacdo sao transformados para tecido maduro de
caracteristicas bem diferenciadas (NETO, 2003).

A caracteristica mais importante da remodelacdo € a deposi¢cdo de colageno
de maneira organizada e da ocorréncia na diminui¢cdo da atividade celular, do nimero
de vasos sanguineos e da perda do nucleo dos fibroblastos, levando & maturacdo da
cicatriz (VIEIRA et al., 2002). O colageno produzido inicialmente é mais fino do que o
colageno presente na pele normal, e tem orientacdo paralela a pele. Com o tempo, 0

colageno inicial (colageno tipo Ill) € reabsorvido e um coladgeno mais espesso é
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produzido e organizado ao longo das linhas de tenséo, diminuindo o namero de
células, mas aumentando a sintese e a producéo de colageno do tipo | (NETO, 2003;
BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006).

As fibras de colageno, dispostas paralelamente as linhas de tensao, formam
feixes de varias unidades, preferencialmente intercruzadas, enquanto as fibras
orientadas aleatoriamente séo digeridas pela colagenase que séo secretadas pelos
fibroblastos e leucdcitos. O conteldo aquoso da matriz diminui, aumentando a
agregacdo das fibras de colageno (NETO, 2003). Estas mudancas se refletem em
aumento da forca ténsil da ferida. (BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006).

Gradativamente os feixes de fibras colagenas tornam-se mais espessos,
resultando em uma configuracdo mais regular, que esta diretamente relacionada as
forcas mecanicas as quais o tecido esta sujeito durante a atividade normal. Assim, a
lesdo torna-se mais resistente apds o colageno ter sofrido maturacdo (OLIVEIRA,
2008). Com a evolucéo do processo, acentua-se a deposicéo de colageno e a maioria
das células desaparece, observando-se a apoptose de fibroblastos e células
endoteliais, formando finalmente o tecido cicatricial (BALBINO, PEREIRA; CURI,
2005). Mesmo apds um ano a ferida apresentara um coladgeno menos organizado do
gue o da pele sd, e a forca ténsil jamais retornara a 100%, atingindo em torno de 80%
apos trés meses (BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006).

35



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a atividade cicatrizante da lectina BmoLL de folhas da Bauhinia
Monandra Kurz em ferida cutanea de ratos Wistar, utilizando técnicas macroscopica,

histologica e histométrica.

3.2 Especificos

e |solar a Lectina da folha da Bauhinia Monandra Kurz (Pata-de-vaca) por
purificacéo;

e Observar o estado geral dos animais durante 21 dias do pds-operatorio;

e Avaliar macroscopicamente o grau de contracdo de ferida cutanea tratadas
com a lectina BmoLL, no 4°, 7°, 14° e 21° dia do p&s-operatorio;

e Avaliar morfologicamente as feridas cutaneas quanto a formacéo de crosta,
epitelizagéo, inflamagé&o e formagao de matriz extracelular por escores;

¢ Avaliar morfometricamente a cicatrizacdo das feridas pela contagem de vasos

sanguineos, fibras colagenas e mastocitos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal e isolamento da lectina

BmoLL (0.5mg/ml) foi purificada através de um protocolo previamente definido
usando uma fracdo precipitada com sulfato de amoénio (0-60%) seguida por
cromatografia de afinidade em coluna de gel de guar. A lectina ficou mantida a -20 °C
(COELHO; SILVA 2000).

As folhas da Bauhinia monandra foram coletadas na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) no campus Recife, tendo registro n° 33637 pelo Herbario
Geraldo Mariz da UFPE.

O po triturado de folhas de B. monandra (15g) foi disposto em um recipiente,
para um volume final de 150mL de tampé&o citrato-fosfato 10mM, contendo NacCl
0,15M, pH 6,5. Manteve-se sob agitacédo branda, durante a noite (16h), a 4 °C. Entao,
passou-se o material através de gaze, centrifugado por 15 min a 10.000 rpm em
centrifuga refrigerada.

Ao sobrenadante separado, adicionou-se sulfato de amoénio para precipitar as
proteinas; o material foi mantido sob agitacdo branda, em temperatura ambiente, por
4h, sendo entdo centrifugado. O sobrenadante final separado do precipitado (0-60%),
o qual foi ressuspenso em um volume final de 20mL. Apdés dialise com tampao citrato-
fosfato 10mM, pH 6,5, a preparacao disposta em coluna de afinidade de 10mL de gel
de guar, devidamente lavada e zerada com tampao citrato-fosfato 10mM, contendo
Na CI 0,15M, pH 6,5. ApGs lavagem da coluna a lectina foi eluida com galactose
200mM.

Realizou-se a determinacdo da atividade hemaglutinante de acordo com
Correia e Coelho (1995), e medidas concentracfes de proteina por absorbancia a

280nm e através de Lowry et al. (1951).

4.2 Elaboracé&o do creme

Creme elaborado através da incorporacdo do isolamento da lectina

(concentragéo 553,3 pg/ml) das folhas a um veiculo (Lanette) seguindo orientacdo da
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farmacotécnica. Procedimento realizado no Laboratério de Bromatologia do Centro

Académico de Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.3 Local e Animais

Este experimento teve seu protocolo experimental submetido e aprovado pelo
Comité de Etica da UFPE sob nimero 0044/2018 para andlise de projetos de
pesquisa. Foram utilizados 40 ratos macho, da linhagem Wistar aos 3 meses de idade,
pesando aproximadamente 300g, provenientes do Biotério do Centro Académico de
Vitéria (CAV) - UFPE.

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais de policarbonato
forradas com maravalha de pinus, mantidas em temperatura ambiente de 22 °C a 25
°C, expostas a fotoperiodo de 12 horas de luz (400 Lux) por 12 horas de escuriddo e

com acesso a agua e ragao (Labina para roedores-Purina), ad libitum.

4.4 Ferida Cirurgica

O procedimento cirdrgico, foi realizado no laboratério Multifuncional do CAV.
Para a realizacdo da ferida cirargica, procedeu-se anestesia dissociativa utilizando
cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato de quetamina a 10% administrado por via
intramuscular nas doses de 10mg/kg e 80mg/kg respectivamente. Depois de
anestesiados 0s animais mantiveram-se posicionados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia das regifes toracicas dorsolaterais direita e esquerda,
seguida de limpeza da area com clorexidina e &alcool a 70%. Com auxilio de um punch
de 8 mm de diametro foram realizadas 2 incisdes de pele e tela subcutanea com o
animal em decubito lateral. Uma no antimero direito e outra no esquerdo, ficando

exposta a fascia muscular adjacente (Figura 5).
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Figura 5. Procedimentos para a realizagdo da ferida cirurgica. A: Delineamento da area
através da tricotomia, seguida de limpeza. B: Animal posto em decubito lateral, seguida da
incisdo da pele em forma circular com auxilio do punch. C: Incisdo realizada no antimero

direito e esquerdo.

Apés a mensuracdo das areas, com paquimetro digital, cada falha cutanea
recebeu o tratamento de acordo com a metodologia estabelecida:
e Animais do Grupo Tratado (LL):
Aplicacdo topica diaria do creme contendo lectina das folhas da Bauhinia
Monandra Kurz associado ao veiculo.
e Animais do Grupo Controle/Veiculo (L):
Aplicacéo topica diaria do creme contendo apenas o veiculo.

4.5 Teste in vivo da atividade cicatrizante do creme

Escolhidos aleatoriamente, os animais foram divididos em dois grupos
contendo 20 animais cada, formando um grupo dos animais tratados (recebeu o creme
e identificados por LL) e um grupo dos animais controle (recebeu o veiculo e
identificados por L). Em cada animal foram realizados dois ferimentos: um no antimero
direito e um no antimero esquerdo. Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos
contendo cinco animais cada, os quais foram avaliados com 4°, 7°, 14° e 21° dias de

pos-operatorio, respectivamente.
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4.6 Avaliacao clinica dos animais e das feridas

Realizou-se diariamente as avaliacbes clinicas a partir das 24h do pos-
operatério, observando-se o estado geral dos animais. As feridas foram avaliadas
diariamente, observando-se a presenca de hiperemia, edema, reacdo de dor,
secrecao, prurido, crosta, contracdo da ferida, tecido de granulacao e tecido cicatricial.

4.7 Avaliacdes morfolégica e morfométrica

No dia O (dia da cirurgia) e no 4°, 7°, 14° e 21° dias do pés-operatorio todas as
feridas foram medidas com paquimetro digital. Para o calculo das areas das feridas
foram observados os didametros maior e menor. A partir destes dados a area da ferida
foi calculada, utilizando-se a equacado matematica A = .R.r, onde A representa a area,
R o raio maior e r o raio menor da ferida. Os célculos do grau de contracdo serédo
expressos em percentual, utilizando-se a equacdo matematica proposta por Ramsey
et al. (1995): 100 x (Ao — Ai)/ Ao = % meédia de contracdo + DP, onde Ao é a area
inicial da ferida (dia 0) e Ai é a area da ferida no 4°, 7°, 14° e 21° dia de pds-operatorio.

Para a coleta da pele, os animais foram previamente anestesiados, utilizando
cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg) por via intramusclar e em seguida, submetidos
ao procedimento de eutanasia, com aplicagdo do Tiopental (30 mg/kg) por via
intraperitoneal. Coletou-se fragmentos da pele através de incisdo abrangendo a pele

integra e a area anteriormente lesionada (Figura 6).

Figura 6: Corte realizado para coleta da pele e da ferida, ficando exposta a fascia muscular
adjacente.
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A pele foi imediatamente fixada em formal tamponado a 10% permanecendo
por 24h. Apds esses procedimentos, os fragmentos foram desidratados em alcool
etilico em concentragbes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados pela
parafina liquida em estufa regulada a temperatura de 59 °C e incluidos em parafina.
Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajustado para 5
micrometros (um). Os cortes obtidos foram colocados em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37
°C, durante 24h, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes foram submetidos
a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) para contagem de vasos,
Tricromico de Masson (TM) para contagem de fibras colagenas e Azul de Toluidina
(AT) para contagem de mastocitos.

Para analise morfoldgica, os cortes histologicos das feridas no 4°, 7°, 14° e 21°
dia do pés-operatério, foram avaliadas a partir de scores, conforme informacdes da

tabela abaixo (Tabela 3):

Tabela 3: Tabela de Scores (Adaptado de Estevao et al., 2019)

Crosta Re-epitelizacéo Inflamacéao Tec. Granulacao
0: ausente 0: ausente 0: ausente 0: ausente
1: presenca leve 1: parcial + lingua 1: branda 1: imaturo

epitelial pequena

2: moderada 2: proeminente + 2: moderada 2: Muita
lingua epitelial celularidade e
proeminente pouco colageno
3: crostosa 3: total 3: intensa 3: pouca

celularidade e

muito colageno

Nas analises morfométricas, foram realizadas a contagem dos vasos
sanguineos e dos mastocitos, por fotomicrografias de cinco campos (objetiva 40x),
nos cortes histologicos corados pela Hematoxilina-Eosina e Azul de Toluidina
respectivamente, fotografada em microscopio binocular com camera acoplada,

utilizando o software ImageLab. A quantificacéo de fibras colagenas foi realizada em
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laminas coradas com o Tricrbmico de Gomori, fotografadas e analisadas em software

Gimp2 (5 campos/lamina — objetiva 40x).

4.8 Delineamento e Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos
foram avaliados nos periodos pés-operatorios do 4°, 7°, 14° e 21° dias, utilizando o
esquema de parcela subdividida no tempo, na qual os tratamentos estavam na
subparcela e os periodos considerados como parcelas. Foram realizadas cinco
repeticbes por grupo, por experimento. Foram utilizadas 5 repeticbes para cada
recurso farmacoldgico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental. As
varidveis analisadas: contracdo das feridas, contagem de vasos sanguineos, fibras
colagenas, mastécitos, nos 4°, 7°, 14° e 21° dias do pés-operatério. Os dados foram
analisados utilizando o teste T ndo pareado com nivel de significancia de 5% (p<0,05),

utilizando o programa GraphPad PRISM 5.
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Resumo: As lectinas sdo proteinas que possuem dominios capazes de reconhecer
moléculas glicidicas, as quais se ligam de maneira reversivel e especifica. Essas
proteinas estdo envolvidas nos mecanismos de defesa dos organismos multicelulares,
desempenhando um importante papel na imunidade inata, geralmente por reconhecer
epitopos de glicano semelhantes que ocorrem na superficie celular de patégenos.
Nesse sentido, as propriedades farmacolégicas das lectinas tém sido amplamente
exploradas, incluindo seu potencial como agentes antibacterianos, antifingicos,
antivirais, antitumorais e cicatrizantes. A atividade antimicrobiana das lectinas tem
sido associada a interacdo com componentes da parede celular de bactérias (acido
teicdico e teicurbnico, peptidoglicanos e lipopolissacaridios) ou de fungos (N-
acetilglicosamina) e a formacao de poros, alterando a permeabilidade celular. O efeito
de lectinas sobre os virus envolve a ligacdo com oligossacarideos que contém
residuos de manose, presentes nas superficies de glicoproteinas do envelope viral.
Adicionalmente, a atividade antitumoral das lectinas esta4 associada a combinacédo
entre a alterac&do no padrao de glicosilacéo das células tumorais comparado as células
saudaveis, e a especificidade da interagcdo lectina-carboidrato. Com relacao ao efeito
cicatrizante, este pode estar vinculado a capacidade das lectinas em induzir a
producdo de proteases por células do sistema imunolégico, fundamentais para o
processo de reparacdo tecidual. Neste contexto, esta revisdo apresenta uma

discusséo sobre a utilizacdo das lectinas como ferramentas terapéuticas.
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Palavras-chave: Lectinas, atividade antimicrobiana, atividade antiviral, atividade

antitumoral, atividade cicatrizante.

1. Introducéao

E bem conhecido que os vegetais produzem uma grande variedade de
compostos, incluindo proteinas (lectinas) que séo capazes de reconhecer carboidratos
e/ou glicoconjugados, as quais tém sido reportadas como potenciais agentes
inseticidas (AGRA-NETO et al.,, 2014), antimicrobianos (MOURA et al.,, 2015),
antitumorais (ALBUQUERQUE et al., 2014), anti-inflamatérios (LACERDA et al., 2015)
e cicatrizantes (MELO et al., 2011; BRUSTEIN et al., 2012), dentre outras atividades
biolbgicas.

As lectinas fazem parte de um grupo de proteinas estruturalmente heterogéneo,
capaz de reconhecer sitios especificos em moléculas glicidicas e ligar-se de maneira
reversivel. Inicialmente identificadas como proteinas téxicas, as lectinas tornaram-se
ferramentas indispensaveis em diagndsticos de doencas, de tipagem sanguinea e de
identificagdo de cepas de microrganismos. Elas tém dado suporte a estudos
moleculares, estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal entre outros, através do
detalhamento das interacGes proteina-proteina e proteina-carboidrato (POVINELI;
FINARDI FILHO, 2002).

O carater promissor das plantas como material de partida para o isolamento de
compostos com potencial aplicacdo farmacoldgica e a variedade de atividades
bioldgicas que tém sido descritas para as lectinas motivaram esta revisdo. Aqui sera
apresentada uma discussao sobre utilizacdo dessa classe de proteinas vegetais como
ferramentas terapéuticas. A Tabela 1 apresenta algumas lectinas e suas aplicacoes,

as quais serao discutidas ao longo dessa reviséao.

Tabela 1. Lectinas vegetais que tém sido relatadas como candidatas a potenciais ferramentas

terapéuticas.
Lectina Fonte Efeito Referéncias
ConA Sementes de  Atividades SUMNER; HOWELL, 1936;
Canavalia antitumoral, KULKARNI; MCCULLOCH,
ensiformis antiangiogénica, 1995; CRIBBS et al., 1996;
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Dviol

ACA

WGA

Regllla

RegllIB

WSMoL

Lectina
de A.

jiringa

Sementes de
Dioclea

violacea

Sementes de
Amaranthus

caudatus

Germe de
Trigo
(Triticum

aestivum)

Intestino
delgado

humano

Intestino
delgado

humano

Sementes de
Moringa
oleifera
Sementes de

Archidendron

jiringa

imunomoduladora,
antifangica e

cicatrizante.

Atividades
antitumoral e

cicatrizante

Atividade antitumoral

Atividades
antitumoral e

antibacteriana

Atividade

antibacteriana

Atividade

antibacteriana

Atividade

antibacteriana

Atividades
antibacteriana e

antifangica

SUEN et al., 2000; CHANG et
al., 2007; GERVASI; KWOK;
FAWCETT, 2008; LIU; MIN; BAO,
2009; SILVA et al., 2009;
YOSHIDA; NAGAI, 2009; LI et
al., 2010; PRATT et al., 2012;
KNAUT, 2016

KNAUT, 2016

YU et al., 2001

SCHAEFER et al., 1979

SCHWARZ et al., 1999

MUKHERJEE et al., 2014

MIKI; HARDT, 2013

MOURA et al., 2015

CHARUNGCHITRAK et al.,
2011
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MLL1e
MLL2

CasuL

Helja

LAL

PHA

BanLec

PpeL

ConBr

Cramoll
1.4

Folhas de

Morus alba

Folhas de
Calliandra

surinamensis

Plantulas de
Helianthus

annuus.

Sementes de
Lutzelburgia

auriculata

Sementes de
Phaseolus

vulgaris

Musa

acuminata

Sementes de
Parkia

pendula

Sementes de
Canavalia

brasiliensis

Sementes de

Cratylia mollis

Atividade

antibacteriana

Atividade antifungica

Atividade antifingica

Atividade antifungica

Atividade antifungica

Atividade antiviral

Atividade antiviral

Atividade cicatrizante

Atividade cicatrizante

RATANAPO;
NGAMJUNYAPORN;

CHULAVATNATOL, 2001

PROCOPIO et al., 2017b

REGENTE et al., 2014

OLIVEIRA et al., 2002; MELO et

al., 2005

YE et al., 2001

SWANSON et al., 2010

FAVACHO et al., 2007

SILVA et al., 2009

MELO et al., 2011; PEREIRA et
al., 2012
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2. Estrutura e propriedades das lectinas

O termo lectina vem do latim “legere” que significa escolher, selecionar. Esse
termo somente foi proposto apds a visualizagdo macroscépica da hemaglutinacao
seletiva utilizando eritrocitos coletados de diferentes espécies animais (BOYD;
SHAPLEIGH, 1954).

Geralmente, as lectinas sédo constituidas de protdmeros com caracteristicas
estruturais que tém sido Uteis para agrupé-las em familias (VAN DAMME et al., 1998).
O arranjo tridimensional diferencial desses protdmeros € responsavel pela grande
diversidade de estruturas quartenarias ja descritas. Independente da diversidade
estrutural, as lectinas mantém como propriedade comum a capacidade de ligar-se a
carboidratos e discriminar glicoconjugados complexos de acordo com suas estruturas
lineares, ou seja, a composicdo dos monossacarideos e a natureza do padrdo de
ligacdes glicosidicas (WU et al., 2000; RAMOS et al., 2002). As lectinas apresentam
origem ndo imunoldgica, ou seja, elas ndo sdo um anticorpo anticarboidrato e ndo sao
produzidas como resposta do sistema imune (FUSTER et al., 2003).

A ligacdo entre lectinas e carboidratos envolve um conjunto de interacfes
relativamente fracas que resultam de uma afinidade quimica e permitem a
desvinculacao de seus ligantes apoés certo tempo. Desse modo, 0 mecanismo dessa
ligacdo garante que ela ocorra com especificidade e apresente carater reversivel. As
interacdes entre lectinas e carboidratos envolvem pontes de hidrogénio, forcas de Van
Der Waals, interacdes hidrofébicas e coordenacéo metalica (FIGUEIROA et al., 2017).

O ensaio para deteccao da presenca de lectinas em determinada amostra é
realizado utilizando-se eritrécitos humanos ou de outros animais e tem como
fundamento a capacidade das lectinas em interagir com carboidratos da superficie
celular. A ligacéo cruzada entre as moléculas de lectina e os carboidratos da superficie
de diferentes eritrocitos forma uma malha ou rede de aglutinagéo (Figura 1A).

Outros compostos que eventualmente estdo presentes em amostras vegetais,
incluindo os taninos, podem causar dispersdo dos eritrocitos. Essa dispersao
apresenta 0 mesmo padrao visual que o fendmeno da hemaglutinacdo. Dessa forma,
para confirmar se o efeito observado é decorrente da presenca de lectinas, costuma-
se realizar um ensaio de inibigcdo da atividade hemaglutinante em presenca de uma
solucdo concentrada contendo carboidratos livres (figura 1B). Neste ensaio, 0s

carboidratos livres passam a ocupar os sitios de ligacdo a carboidratos na molécula
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de lectina e esta ndo pode causar aglutinacdo dos eritrocitos, 0s quais irdo precipitar
(PAIVA et al.,, 2012). Outra aplicabilidade do ensaio de inibicdo da atividade
hemaglutinante é determinar a especificidade da lectina, sendo esta considerada
especifica para aquele carboidrato ou glicoconjugado que causar maior reducao na
sua atividade. A figura 2 mostra o aspecto do ensaio de atividade hemaglutinante em
placa de microtitulacdo evidenciando a auséncia de atividade e a formac&o da malha

de hemaglutinagéo.

Eritrécitos evidgnciando carboidratos @ Lectina com seus dois sitios de . Carboidrato livre
da superficie da membrana ligagdo a carboidratos

Figura 1. (A) Ensaio de atividade hemaglutinante utilizando eritrécitos humanos ou de outros animais,
empregado para deteccdo da presenca de lectinas em determinada amostra. (B) Ensaio de inibicao da
atividade hemaglutinante realizado em presenca de carboidratos livres com o objetivo de confirmar a
presenca de lectinas em amostras contendo atividade hemaglutinante, ou de determinar a

especificidade das lectinas detectadas.

Lectinas tém sido isoladas de plantas, algas, fungos, animais vertebrados ou
invertebrados, bactérias e virus. Em vegetais, elas sdo detectadas em varias de
espécies (LORIS, 2002; SHARON; LIS, 2004; ALENCAR et al., 2005). As sementes
de leguminosas constituem a principal fonte de lectinas, sendo estimado um teor de
até 15% de todo seu conteudo de proteinas. Porém, elas também estéo presentes em
outros tecidos vegetais, como: raiz, folha, talo, vagem, frutas, flores e casca
(LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017).

E bem conhecido que as lectinas podem estar envolvidas nos mecanismos de
defesa dos organismos multicelulares, desempenhando um importante papel na
imunidade inata. Essa funcéo esta associada com epitopos de glicano semelhantes
gue ocorrem na superficie celular de patdgenos e que podem consistir em sitios alvo
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para reconhecimento pelas lectinas (WOHLSCHLAGER et al., 2014). Esse
envolvimento das lectinas nos mecanismos de defesa dos animais e das plantas pode
estar relacionado com a sua habilidade de aglutinar e imobilizar células, bem como na
toxicidade para alguns tipos celulares, incluindo microrganismos. A interacdo das
lectinas na superficie celular pode levar a inibicdo do crescimento ou a morte por lise

celular (PROCOPIO et al., 2017a).

Auséncia de Hemaglutinacdo

|
T 000 PP H

Malha de hemagiutinacéo

Figura 2. Aspecto do ensaio para deteccdo da presenca de lectinas utilizando eritrécitos mostrando a

auséncia de atividade hemaglutinante e a formacdo da malha de hemaglutinacéo.

Duas evidéncias suportam o papel das lectinas no mecanismo de defesa das
plantas: I. a presenca de lectinas nos sitios de invasdo por agentes infecciosos e Il. a
capacidade de ligacao de lectinas a parede celular de vérios fungos e sua habilidade
em inibir o crescimento e a germinacao de esporos (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).
De fato, o papel de lectinas no mecanismo de defesa de plantas pode ter evoluido da
capacidade destas proteinas em aglutinar e imobilizar microrganismos (KHEEREE et
al., 2010).

3. Lectinas como ferramentas terapéuticas

Um levantamento feito até o ano de 2006 nos mercados farmacéuticos da
América do Norte, Europa e Japdo mostrou que 48,6% do total de 155 farmacos
anticancer clinicamente aprovados provém de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG,
2007). Neste sentido, as lectinas de plantas chamam a atencao de pesquisadores da
area devido a sua capacidade antiproliferativa versatil (LI et al., 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2014) e indutora de morte celular programada incluindo
apoptose e autofagia em células cancerigenas (LIU; MIN; BAO, 2009; LIU; BIAN;
BAO, 2010)
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Exemplos interessantes sdo a concanavalina A (ConA) que € uma proteina com
dominio de lectina purificada de uma leguminosa (Canavalia ensiformis), a lectina da
Polygonatum cyrtonema (PCL) da familia GNA e as lectinas do visco (MLs) da familia
ricina-B (proteina inativadora de ribossomos), que exibem atividade antitumoral
notavel por induzirem tanto apoptose quanto morte celular autofagica (ZHANG et al.,
2012).

Trés hipoteses existem para tentar entender como as lectinas de plantas
determinam a morte de varios tipos de células cancerigenas: I. A lectina pode entrar
na ceélula por endocitose e localizar seletivamente o seu alvo (por exemplo, alguma
organela); Il. A lectina pode ligar-se a receptores glicosilados, iniciando uma cascata
de sinalizacéo e lll. A lectina pode causar inativacao direta dos ribossomos (LIU et al.,
2013).

Muitas lectinas de plantas sdo toxicas para células humanas saudaveis ou
podem produzir resposta de resisténcia a medicamentos; uma solugdo para isso
poderia ser a modificacdo da molécula de lectina por mutacdo direta, com o objetivo
de conceber outra substancia sintética ideal como droga antitumor para utilizacéo
terapéutica com maior eficiéncia e menor toxicidade (MAIESE et al., 2012).

Além do efeito citotoxico, algumas lectinas de plantas tém sido utilizadas como
ferramenta diagndstica para diferenciar tumores malignos de benignos, e para marcar
0 grau de glicosilacdo associado com a metastase tumoral (LIU et al., 2013). Essa
aplicacdo € possivel devido a reconhecida alteracdo no padrdo de glicosilagdo das
células tumorais quando comparadas as células saudaveis, entre outros motivos,
devido a expresséo diferencial de enzimas da via de glicosilacéo.

ConA foi a primeira lectina de leguminosa a ser purificada e cristalizada
(SUMNER; HOWELL, 1936). Desde entdo, essa lectina tem sido intensamente
estudada e até utilizada como padrdo em estudos utilizando outras lectinas. Muitos
destes relatos apontam ConA como uma potente ferramenta citotoxica que induz
apoptose em fibroblastos (KULKARNI; MCCULLOCH, 1995), neurdnios (CRIBBS et
al., 1996), macréfagos da linhagem PU5-1.8 (SUEN et al., 2000), células A375 de
melanoma humano e HepG2 de carcinoma hepatocelular humano (LIU; MIN; BAO,
2009). Além disso, foi demonstrado que ConA se liga preferencialmente a astrocitos
reativos, (GERVASI; KWOK; FAWCETT, 2008), desencadeando morte celular
apoptotica nessas células (YOSHIDA; NAGAI, 2009).
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Inducdo de morte celular autofagica por ConA foi mostrada em células de
hepatoma (LI et al., 2010) e na linhagem de glioma U87 (PRATT et al., 2012).
Trabalhos tém mostrado que tanto a apoptose quanto a autofagia induzida por ConA
ocorrem de forma mediada pelas mitocondrias (CHANG et al., 2007; LIU; MIN; BAO,
2009; Ll et al., 2010). Além da inducéo de apoptose e autofagia, acdo antiangiogénica
e de imunomodulacdo também foram descritas para a ConA. Knaut (2016) reportou
que ConA e Dviol (Lectina extraida da semente de Dioclea violacea), induzem a morte
celular autofagica de células C6 de glioma de rato.

Véarias outras lectinas de plantas apresentaram toxicidade para células
malignas “in vitro”. Por exemplo, a lectina de Amaranthus caudatus (ACA) apresentou
atividade citotoxica e antiproliferativa contra células cancerigenas do c6lon humano
(YU et al., 2001). A aglutinina (WGA) do trigo (Triticum aestivum L.) foi capaz de se
ligar a receptores de membrana de células de carcinoma pancreéatico humano, sendo
internalizada e promovendo a apoptose e a condensacao da cromatina (SCHWARZ
et al., 1999). Embora as lectinas parecam ter grande potencial como agentes
antitumoral, mais pesquisas ainda sdo necessarias e devem incluir uma abordagem
gendmica e protedmica.

Conforme sera discutido a seguir, muitos estudos tém sido desenvolvidos no
cenario cientifico internacional com o objetivo de apontar novos terapéuticos
antimicrobianos de origem natural, incluindo as lectinas. Entretanto, trabalhos que
revelem o mecanismo de acdo antibacteriana ou antifingica ainda sdo minoria. A
definicdo desses mecanismos é um importante passo para a efetiva aplicacdo de
novas drogas, uma vez que pode ser util para definir estratégias de administracéao,
aumentar a eficicia de possiveis formulacdes ou propor 0 uso como sinergistas de
antibiéticos ja utilizados, bem como prever mecanismos provaveis de futura e
inevitavel resisténcia microbiana.

De fato, a parede celular das bactérias dificulta a interacdo entre
glicoconjugados da membrana celular e proteinas ligadoras de carboidratos, além de
dificultar a entrada dessas proteinas na célula. Contudo, a atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas ou Gran-negativas depende da interacdo das lectinas
com componentes da parede celular, incluindo &cido teicdico e teicurdnico,
peptidoglicanos, e lipopolissacaridios atraves de ligacdes fracas como pontes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas (PAIVA et al., 2010).
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Apesar dessa dificuldade das lectinas em interagir com a membrana bacteriana
ou penetrar na célula devido a presenca da parede celular, algumas lectinas tém sido
relacionadas com a capacidade de formar poros, o que causa a permeabilizacao da
membrana bacteriana, resultando na extrusdo do conteudo celular. Um interessante
exemplo é a lectina denominada Regllla, a qual juntamente com outras lectinas tipo
C Reglll séo proteinas que melhoram a tolerancia a microbiota intestinal por impedir
a interacdo da bactéria com o epitélio intestinal humano. Mukherjee et al. (2014),
através da quantificacdo da absorgéo do corante fluorescente SYTOX green, ao qual
a membrana celular € impermeavel sob condi¢cdes normais, demonstraram que essa
lectina liga fosfolipidios da membrana de bactérias Gram-positivas, causando a morte

pela inducdo da formacao de um poro hexamérico.

Em adicdo, os autores observaram que a lectina induz o rapido efluxo do
corante fluorescente carboxyfluoresceina de lipossomas contendo fosfolipidios
acidos. Esse dado indicou que as interacdes de Regllla com a bicamada lipidica
envolve interacbes eletrostaticas entre a lectina e lipidios acidos na membrana
bacteriana. Interessantemente, a atividade formadora de poro de Regllla foi inibida
por lipopolissacarideos, os principais constituintes da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, explicando porque Regllla é apenas bactericida contra Gram-
positivas.

A lectina RegllliB, a qual tem sua expressdo regulada em resposta a
colonizacdo bacteriana no intestino de murinos, é habil em ligar a porc¢ao lipidica do
lipopolissacarideo (LPS), o principal componente da membrana externa de bactérias
Gram-negativas (MIKI; HARDT, 2013). Estes autores mostraram que a cobertura da
face exposta do lipidio A por um anticorpo anti-lipidio A na membrana de Salmonella
typhimurium resulta na inibicdo do efeito bactericida de RegllI, e concluiram que a
interacao entre a lectina e o LPS na superficie da bactéria é essencial para a atividade
antibacteriana. Ainda, experimentos utilizando um corante fluorescente para
intercalagcdo com DNA (brometo de etidio) revelaram que RegllIp é realmente capaz
de permeabilizar a membrana externa de S. typhimurium.

Moura et al. (2015) reportaram a atividade antibacteriana da lectina solivel em
agua isolada das sementes de Moringa oleifera (WSMoL) contra bactérias corrosivas.
Os Estes autores mostraram que o tratamento de Serratia marcescens com WSMoL

resultou na perda da integridade da parede e da membrana celular e na forte extruséo
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de proteinas intracelulares de uma forma dose-dependente, sugerindo que este € um
outro exemplo de lectina habil em alterar a permeabilidade da membrana celular de
bactérias.

A lectina do germe de trigo (WGA) causou aglutinacao de células de Neisseria
gonorrhoeae e 0s autores sugeriram a sua aplicacédo para o diagnéstico de gonorreia
(SCHAEFER et al., 1979). A lectina das sementes de Archidendron jiringa Nielsen,
mesmo em baixas concentragdes, purificada por cromatografia de afinidade em ConA
- Sepharose 4B, inibiu o crescimento das bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus e da levedura Candida albicans (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

Ratanapo, Ngamjunyaporn e Chulavatnatol (2001) mostraram que as lectinas
provenientes das folhas da Morus alba (MLL 1 e MLL2) ligam de maneira especifica o
acido N-glicosilneuraminico, sendo citotéxicas para bactérias fitopatogénicas, o que
pode ser um reflexo do envolvimento dessa lectina na defesa da planta. Athamna et
al. (2006) analisaram os diferentes padrées de aglutinacdo de bactérias promovidas
por 23 lectinas e mostraram que a interacao lectina-bactéria € uma boa ferramenta
para identificar rapidamente espécies de Mycobacterium.

A atividade antifangica de lectinas também tem sido reportada, e esta
comumente associada com a habilidade dessas proteinas em interagir com residuos
de N-acetilglicosamina na quitina da parede celular dos fungos, resultando na acao
inibidora do crescimento e do desenvolvimento desses microrganismos, na reducao
da absorcdo de nutrientes, ou também interferindo no processo de germinacdo de
esporos. A inibicdo do crescimento fungico pode resultar da ligacdo das lectinas nas
hifas, levando a pobre absorcdo de nutrientes. As lectinas também podem interferir na
germinacao de esporos ou prejudicar a sintese ou a deposicdo de quitina na parede
celular (SA et al., 2009; COELHO et al., 2017).

Em 1936, Sumner e Howell mostraram em seus estudos classicos que a ConA
era capaz de aglutinar espécies de Mycobacterium e Actinomyces. Nos ultimos anos,
as pesquisas com lectinas antifungicas tém se intensificado. Estudos mais
aprofundados revelaram que a lectina isolada da folha de Calliandra surinamensis
(Casul) foi habil em inibir o crescimento de Candida krusei, e microscopia de contraste
de interferéncia diferencial (DIC) revelou que a lectina induziu altera¢cdes morfolégicas
drasticas, incluindo retracdo do conteudo citoplasmatico e a presenca de ruptura
celular ou detritos celulares (PROCOPIO et al., 2017b).
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O tratamento com CasuL também pode ter prejudicado a divisao celular de C.
krusei uma vez que os autores observaram muitas células com brotamento ou divisdo
celular incompleta. Em adicéo, trabalhando com o fluorocromo calcofluor, o qual é
capaz de ligar a quitina presente na parede cellular da levedura e pode ser usado para
indicar sua integridade, Os autores observaram que CasuL afetou a integridade da
parede celular de C. krusei, e concluiram que isso pode ser devido a desintegracao
da parede celular ou a ligacdo entre a lectina e a quitina, impedindo a sintese de novo
da parede celular durante o desenvolvimento ou a diviséo celular da levedura.

Lectinas antifungicas também sdo habeis em causar mudancas na
permeabilidade celular dos fungos, como € o caso da lectina de plantulas de
Helianthus annuus (sunflower) denominada Helja. Essa lectina causou alteracdo na
permeabilidade da membrana plasméatica de Candida tropicalis, Pichia
membranifasciens, e Candida albicans, e estes resultados foram detectados através
de microscopia de fluorescéncia (REGENTE et al., 2014). O tratamento de C. tropicalis
com a lectina Helja também resultou na producéo de espécies reativas de oxigénio.

A lectina isolada da semente de Lutzelburgia auriculata (LAL), que se liga a N-
acetil-D-galactosamina, D-lactose, D-melibiose, D-galactose ou rafinose, inibiu o
crescimento de Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani e Aspergillus Niger
(OLIVEIRA et al., 2002; MELO et al., 2005), enquanto a lectina da semente de
Phaseolus vulgaris (PHA) suprimiu o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum,
Coprinus comatus e Rhizoctonia solani (YE et al., 2001).

O efeito de lectinas sobre virus também tem sido estudado e a atividade
antiviral dessas proteinas parece depender da sua habilidade em se ligar a
oligossacarideos que contém manose presentes nas superficies das glicoproteinas
do envelope viral (BOTOS; WLODAWER, 2005; BALZARINI, 2006). Essa interacao
entre as lectinas e as glicoproteinas virais pode impedir ou dificultar a interacdo com
as células hospedeiras. Lectinas que se utilizam deste mecanismo sédo conhecidas
como lectinas ligantes de manose (MBL) (LIU et al., 2014). A lectina de banana (Musa
acuminata), denominada BanLec, foi capaz de ligar uma proteina glicosilada do
envelope do virus HIV-1, bloqueando sua entrada na célula hospedeira (SWANSON
et al., 2010).

A lectina de sementes de Parkia pendula (Ppel) inibiu a infectividade do

citomegalovirus humano (HCMV) “in vitro”, mas n&o foi capaz de atuar sobre o virus
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6 da herpes humana (HIV-6) sugerindo especificidade e seletividade para esta
atividade (FAVACHO et al., 2007).

A aplicabilidade das lectinas no reparo de lesdes tem estimulado muitos
estudos nessa area como 0s que avaliaram efeitos cicatrizantes das lectinas de
Dioclea violacea (Dviol), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia ensiformis (ConA)
e Cratylia mollis (Cramoll 1,4) em feridas cutaneas (SILVA et al., 2009; MELO et al.,
2011).

Relatos prévios revelaram que a lectina ConBr esta envolvida na inducdo da
sintese de proteases com atividade colagenolitica envolvidas no processo de
cicatrizacdo de feridas (SILVA et al., 2009).

A lectina extraida das sementes de C. Brasiliensis, ConBr, apresenta
especificidade para D-glucose/D-manose e atua na proliferacéo de células do sistema
imunologico e na producéo de citocinas em ratos (SILVA et al., 2011). Dubois et al.
(1998) demostraram que a lectina ConA induz a producdo da MMP-9 (gelatinase B)
por linfocitos in vitro; essa protease em associacdo com a MMP-2 (gelatinase A) é
fundamental para o processo de cicatrizagdo de feridas e reparo tecidual (SILVA et
al., 2009).

A aplicacdo tépica de hidrogel contendo Cramoll 1,4 no tratamento de
gueimaduras de segundo grau acelerou a granulacdo, retracdo e 0 processo
reepitelizacdo em feridas cutaneas de ratos (PEREIRA et al., 2012). Melo et al. (2011),
mostraram que o tratamento de feridas cutdneas em camundongos normais e
imunocomprometidos com Cramoll 1,4 promoveu excelente fechamento e reparo das

feridas em menor tempo quando comparado com o grupo controle.

4. Consideracdes finais

A capacidade das lectinas em reconhecer carboidratos, precipitar
glicoconjugados e aglutinar varios tipos celulares acarreta nas diversas aplicacdes
bioldgicas e biotecnoldgicas descritas nesta revisao, e expressas pela capacidade de
combater infecgOes e inflamacgdes, revelar a presenca de células anormais ou atuar
como biomarcadores em varias doencas, ou ainda atuar nos processos de
cicatrizacdo através da inducdo do fechamento de feridas e da reepitelizacdo de
tecidos injuriados. A utilizacdo de lectinas para producéo de novos farmacos torna-se

vantajosa diante da alta toxicidade que alguns agentes terapéuticos utilizados
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atualmente exercem sobre células saudaveis do hospedeiro, o que se reflete em fortes
efeitos colaterais comumente observados em diversas terapias. Em adicéo, € também
vantajoso o emprego das lectinas como novas alternativas para tratar infeccoes
microbianas devido ao reconhecido desenvolvimento de resisténcia por diversas
espécies de microorganismos aos antibidticos atualmente utilizados. Em concluséo,
as lectinas parecem ser alternativas interessantes para melhoria na qualidade do

diagnéstico e sucesso terapéutico.
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molecules, to which they bind in a reversible and specific manner. These proteins are

involved in the defense mechanisms of multicellular organisms, playing an important
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role in innate immunity, generally by recognizing similar glycan epitopes that occur on
the pathogens cell surface. In this sense, the pharmacological properties of lectins
have been extensively explored, including their potential as antibacterial, antifungal,
antiviral, antitumor and cicatrizant agents. The antimicrobial activity of lectins has been
associated with the interaction with cell wall components from bacteria (teichoic and
teicuronic acid, peptidoglycans and lipopolysaccharides) or fungi (N-
acetylglucosamine) and pore formation, altering cell permeability. The effect of lectins
on viruses involves the binding with oligosaccharides containing mannose residues on
the surfaces of glycoproteins from viral envelope. In addition, the antitumor activity of
lectins is associated with the combination between the alteration in the glycosylation
pattern of tumor cells regarding the healthy cells, and the specificity of the lectin-
carbohydrate interaction. On the healing effect, this may be linked to the ability of
lectins to induce the production of proteases by cells of the immune system, which are
fundamental for the tissue repair process. In this context, this review presents a

discussion on the use of lectins as therapeutic tools.

Key words: Lectins, antimicrobial activity, antiviral activity, antitumor activity, healing

activity
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Artigo para submissao na Revista Ciéncia Rural

Avaliacao da cicatrizagcdo cutdnea ap0s aplicacao tdpica de creme contendo Lectina
BmoLL de folhas de Bauhinia Monandra Kurz em ratos: Estudo macroscopico e

morfologico

Evaluation of cutaneous healing after topical application of BmoLL lectin-containing
cream from Bauhinia Monandra Kurz leaves in rats: macroscopic and morphological

study

RESUMO

O objetivo deste trabalho, foi avaliar a cicatrizacao de feridas cutaneas apos aplicacao
topica de um creme contendo Lectina BmoLL em folhas de Bauhinia Monandra Kurz.
Foram utilizados 40 animais, os quais foram divididos em dois grupos contendo 20
animais cada, formando um grupo tratado (LL) e o grupo controle (L). Cada grupo foi
dividido em quatro subgrupos contendo cinco animais cada, que foram avaliados no
4°, 7°, 14° e 21° dias de pds-operatorio, respectivamente. Em cada animal foram
realizadas duas feridas cirargicas (antimero direito e esquerdo) deixando a fascia
muscular adjacente exposta. As feridas foram mensuradas quanto ao grau de
contracdo e avaliadas morfologicamente. O grau de contracdo das feridas foi
significativamente maior no grupo tratado quando comparado ao grupo controle
(p<0,05), apresentando também maior preenchimento do tecido de granulagcédo e no
processo da re-epitelizacdo. O creme contendo lectina BmoLL de folhas Bauhinia
Monandra Kurz, mostrou ser eficiente no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas
de ratos Wistar.

Palavras-chave: Pata-de-vaca, creme, ferida, Wistar, cicatrizacao, pele

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the healing of skin wounds after topical
application of a cream containing Lectin BmoLL on Bauhinia Monandra Kurz leaves.
Forty animals were used, which were divided into two groups containing 20 animals

each, forming a treated group (LL) and the control group (L). Each group was divided
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into four subgroups containing five animals each, which were evaluated on the 4th,
7th, 14th and 21st postoperative days, respectively. In each animal were made two
surgical wounds (right and left antimer) leaving the adjacent muscle fascia exposed.
Wounds were measured for degree of contraction and morphologically evaluated. The
degree of wound contraction was significantly higher in the treated group compared to
the control group (p <0.05), also showing greater granulation tissue filling and in the
reepithelization process. The cream containing lectin BmoLL of leaves Bauhinia
Monandra Kurz has been shown to be efficient in the healing process of Wistar rats
skin wounds.

Key words: Calf, Cream, Wound, Wistar, Healing, Skin

INTRODUGCAO

Plantas medicinais sao aquelas que administradas ao homem ou outro animal,
por qualquer via ou forma, exercem alguma acéao terapéutica (ALMASSY JUNIOR et
al., 2005). E bem conhecido que os vegetais produzem uma grande variedade de
compostos, incluindo as lectinas, que sdo proteinas ndo imunoldgicas que aglutinam
hemacias devido sua alta capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos (LIMA
et al., 2018).

Diversas pesquisas tém evidenciado a acdo das lectinas as quais tém sido
reportadas como potenciais agentes inseticidas (AGRA-NETO et al., 2014),
antimicrobianos (MOURA et al., 2015), antitumorais (ALBUQUERQUE et al., 2014),
anti-inflamatérios (LACERDA et al.,, 2015) e cicatrizantes (MELO et al., 2011,
BRUSTEIN et al., 2012, MELO et al 2014).

A aplicabilidade das lectinas no reparo de lesdes tem estimulado muitos
estudos nessa area como os que avaliaram efeitos cicatrizantes das lectinas de
Dioclea violacea (Dviol), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia ensiformis (ConA)
e Cratylia mollis (Cramoll 1,4) em feridas cutaneas (SILVA et al., 2009; MELO et al.,
2011). Lectina BmoLL extraida das folhas da Bauhinia. monandra a partir do processo
de purificacdo, possui potentes propriedades anti-inflamatodrias e antinociceptivas em
experimentos com camundongos (CAMPOS et al., 2016).

Com base em relatos prévios da atividade anti-inflamatério e antinociceptivas,

da lectina BmoLL, este trabalho propds avaliar macroscopica e morfologicamente a
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atividade cicatrizante do creme contendo a lectina BmoLL de folhas da Bauhinia

Monandra Kurz.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal, isolamento da lectina e elaboragcéo do creme

As folhas da Bauhinia monandra foram coletadas na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) no campus Recife, tendo registro n° 33637 pelo Herbario
Geraldo Mariz da UFPE.

BmoLL (0.5mg/ml) foi purificada através de um protocolo previamente definido
usando uma fracdo precipitada com sulfato de amonio (0-60%) seguida por
cromatografia de afinidade em coluna de gel de guar. A lectina foi mantida a -20 °C
(COELHO & SILVA, 2000). Para a deteccédo da presenca da lectina, foi realizada a
determinacao da atividade hemaglutinante de acordo com Correia e Coelho (1995) e
medidas concentracdes de proteina por absorbancia a 280nm de acordo Lowry et al.
(1951).

O creme foi elaborado através da incorporacgéo do isolamento da lectina (553,3
pg/ml) a um veiculo (Lanette) seguindo orientacdo da farmacotécnica. Todo o
procedimento foi realizado no Laboratério de Bromatologia do Centro Académico de
Vitoria - UFPE.

Local e Animais

Para o estudo, foram utilizados 40 ratos macho Wistar, aos trés meses de
idade, pesando aproximadamente 300g, provenientes do Biotério do Centro
Académico de Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais
foram acondicionados em gaiolas individuais, mantidas em temperatura ambiente de
22 °C a 25 °C, expostas a fotoperiodo de 12 horas de luz (400 Lux) por 12 horas de
escuriddo e com acesso a agua e racéao (Labina para roedores-Purina), ad libitum.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente e divididos em dois grupos
contendo 20 animais cada, formando um grupo dos animais tratados e um grupo dos
animais controle. Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos contendo cinco animais
cada, os quais foram avaliados no 4°, 7°, 14° e 21° dias poés-operatorio,

respectivamente.
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Para a realizacdo da ferida cirdrgica foi feita uma anestesia dissociativa
utilizando cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato de quetamina a 10% administrado
por via intramuscular nas doses de 10mg/kg e 80mg/kg. Depois de anestesiados os
animais foram posicionados em decubito ventral e submetidos a tricotomia das regides
toracicas dorsolaterais direita e esquerda. Com auxilio de um punch de 8 mm de
diametro foram realizadas duas incisdes de pele e tela subcutanea, uma no antimero
direito e uma no esquerdo, ficando exposta a fascia muscular adjacente. Apds a
mensuracao das areas, com paquimetro digital milimetrado (King Tools), cada falha
cutanea recebeu o tratamento de acordo com a metodologia estabelecida: animais do
grupo tratado (LL), com aplicacdo tépica diaria do creme contendo lectina das folhas
da Bauhinia Monandra Kurz associado ao veiculo (Lanette) e animais do grupo
controle (L), com aplicacéo topica diaria do creme contendo apenas o veiculo. Cada
ferida recebeu tratamento imediatamente logo apos a cirurgia e diariamente até o 21°

dia, na qual era colocado uma quantidade suficiente para cobrir a leséo.

Avaliagao clinica dos animais e das feridas

As avaliagBes clinicas foram realizadas com 24 horas apds a cirurgia e
diariamente, observando-se o estado geral dos animais como a presenca de
hiperemia, edema, reacdo de dor, secrecdo, prurido, crosta, contracdo da ferida,

tecido de granulacgéo e tecido cicatricial.

Avaliacdo macroscopica e morfologica

No dia O (dia da cirurgia) e no 4°, 7°, 14° e 21° dias pos-operatério todas as
feridas foram mesuradas nos sentidos latero-lateral e craniocaudal com auxilio do
paquimetro digital. Para o calculo das areas das feridas foram observados os
diametros maior e menor. A partir destes dados a area da ferida foi calculada,
utilizando-se a equagado matematica A = 1.R.r, onde A representa a area, R o raio
maior e r o raio menor da ferida. Os calculos do grau de contracdo foram expressos
em percentual, utilizando-se a equacdo matematica proposta por Ramsey et al.
(1995): 100 x (Ao — Ai) Ao = % média de contracéo + DP, onde Ao € a area inicial da
ferida (dia 0) e Ai é a area da ferida no 4°, 7°, 14° e 21° dia de pds-operatorio.

Para a coleta da pele, os animais foram previamente anestesiados, utilizando

cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg) por via intramusclar e em seguida, e apos

87



coleta, submetidos ao procedimento de eutanasia, com aplicacdo do Tiopental
(30mg/kg) por via intraperitoneal.

Foram realizadas incises abrangendo a pele integra e a 4rea anteriormente
lesionada. A pele foi imediatamente fixada em formol tamponado a 10%
permanecendo por 24hs em temperatura ambiente. Apos esses procedimentos, 0s
fragmentos foram desidratados em alcool etilico em concentracdes crescentes,
diafanizados pelo xilol, impregnados pela parafina liquida em estufa regulada a
temperatura de 59 °C e incluidos em parafina. Em seguida, os blocos foram cortados
em micrétomo do tipo Minot, ajustado para 5um. Os cortes obtidos foram colocados
em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa
regulada a temperatura de 37 °C, durante 24hs, para secagem e colagem. Em
sequéncia, os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-
Eosina (HE) para anélise morfolégica.

Para andlise morfoldgica, os cortes histolégicos das feridas no 4°, 7°, 14° e 21°
dia do pés-operatério, foram avaliadas a partir de scores, conforme informacdes da

tabela abaixo (Tabela 3):

Tabela 1: Tabela de Scores (Adaptado de Estevéo et al., 2019)

Crosta Re-epitelizagéo Inflamacéo Tec. Granulagéo
0: ausente 0: ausente 0: ausente 0: ausente
1: presenca leve 1: parcial + lingua 1: branda 1: imaturo

epitelial pequena

2: moderada 2: proeminente + 2: moderada 2: Muita
lingua epitelial celularidade e
proeminente pouco colageno
3: crostosa 3: total 3: intensa 3: pouca

celularidade e

muito colageno

Delineamento e Analise Estatistica
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos
foram avaliados nos periodos pés-operatérios do 4°, 7°, 14° e 21° dia, utilizando o

esquema de parcela subdividida no tempo, na qual os tratamentos estavam na
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subparcela e os periodos considerados como parcelas. Foram realizadas cinco
repeticbes por grupo, por experimento. Foram utilizadas 5 repeticbes para cada
recurso farmacolégico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental. As
variaveis analisadas: contracdo das feridas, scores da analise morfologica, no 4°, 7°,
14° e 21° dia pos-operatorio. Os dados foram analisados utilizando o teste T nao
pareado com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o programa GraphPad
PRISM 5.

RESULTADOS

As avaliagbes clinicas foram realizadas com 24 horas ap0s a cirurgia e
diariamente, observando-se o estado geral dos animais. As feridas, apresentaram-se
limpas, sem irritacdo, auséncia de sangramentos e exsudatos purulentos durante todo
o experimento. No 4° dia, percebeu-se que 0s animais apresentaram reacao de dor
ao toque e regido da ferida com hiperemia leve e edemaciada, apresentando o estagio
inicial da formacgé&o da crosta. No grupo LL, a crosta apresentou-se de uma forma mais
grossa e firme e no grupo L apresentando uma crosta fina e sem firmeza (Figura 1A e
1E). Foi observado epitelizacdo discreta com pequena lingua epitelial no grupo LL. No
7° dia, em todos os animais, a crosta ja era bem evidente e firme, porém o diametro
das feridas do grupo L mostrou ser maior em relacdo ao grupo LL, levando a uma
diferenca estatistica no 4° e 7° dia entre os grupos L e LL (p<0,05) (Fig. 1B e 1F).

Chegando ao 14° dia, todos os animais apresentaram completa re-epitelizacao.
O grupo LL apresentou area cicatricial reduzida sem presenca de crosta, diferente do
grupo L, que ainda estavam em processo de reparacdo do tecido epitelial,
apresentando pequena crosta aderidas a ferida. Mesmo com os resultados
macroscopicos e morfolégicos divergirem, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (p<0,05) (Fig. 1C e 1G) e no 21° dia, todos os dois grupos apresentaram
completa re-epitelizagdo com area cicatricial reduzida, ndo apresentando diferenca
estatistica (p<0,05) (Fig. 1D e 1H).

Sobre a evolugéo da contracéo das feridas, notou-se que houve contracdo nos
dois grupos a partir do 4° dia, porém, houve um significativo aumento no grau de
contracao das feridas no 4° e 7° dia no grupo LL em relagdo ao grupo L (p<0,05)
(Fig.2).

Em relagdo ao processo inflamatorio e do aparecimento do tecido de
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granulacdo, no 4° dia, os grupos L e LL ndo demostraram diferenca quanto a
inflamac&o do tipo moderada, porém no grupo LL a presenca do tecido de granulagao
em toda a ferida foi bastante evidente, com muita celularidade e pouco colageno do
tipo fino e imaturo, diferente do grupo L que teve pouca presenca deste tecido.
Chegando no 7° dia, o grupo LL permaneceu com inflamacdo moderada e o L
passando a ter uma inflamacdo mais branda. Neste mesmo periodo, os dois grupos
apresentaram o mesmo resultado em relagdo a quantidade tecido de granulagao
maduro e fibras coldgenas em organizacao presente em toda a ferida.

No 14° e 21°, os resultados ja ndo diferem entre os grupos. Em relacdo ao
processo inflamatério, ambos apresentaram inflamacao branda e ausente no 14° e
21° dia respectivamente, e sobre o tecido de granulagcdo, pode-se visualizar com
menor celularidade e a presenca do colageno em formacéao apresentando de forma

moderada com muita fibra em organizacdo nos grupos L e LL.

DISCUSSAO

Ferida é qualquer interrup¢éo na continuidade de um tecido corporeo, causada
principalmente por trauma ou desencadeada por uma afeccdo clinica.
(MANDELBAUM, DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003). Para a realizacdo da ferida
cirirgica neste experimento, utilizou-se um punch descartavel de 8 mm de diametro,
na qual foram realizadas 2 incisGes de pele e da tela subcutanea na regido toracica
dorsolaterais direita e esquerda, corroborando com CORIALANO et al. (2014) e
BRUSTEIN et al. (2012) em relacdo a mesma regido da ferida, porém, divergindo dos
autores sobre o tamanho (1 cm), na quantidade (apenas uma) e de como foi realizada
a ferida, utilizando bisturi e tesoura de lamina curva em camundongos e ratos
respectivamente.

A presenca de edema e a formacdo da crosta nos primeiros dias poés-
operatorio, foi observada em todos os animais deste experimento, como ocorreu em
trabalhos de Coriolano et al. (2014), que utilizou lectina de sementes da Parkia
pendula, Melo et al. (2011) utilizando a lectina CramoLL 1,4, e Brustein et al. (2012)
com a lectina Emal da Eugenia malaccensis, ambos em feridas cutaneas. Na
avaliacdo do 4° dia, Melo et al. (2011), perceberam a crosta do grupo tratado, o
diametro era maior em relacdo ao grupo controle, porém, no grupo LL (utilizando a

lectina BmoLL + Lanette), foi observado que houve reducédo no diametro da crosta em
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relacdo ao grupo L (utilizando apenas Lanette), na qual essa diferenca pode ser
visualizada até o 7° dia pos-operatorio.

Chegando ao 14° dia, todas as feridas do grupo LL ja ndo apresentavam mais
a crosta, estando presente ainda em alguns animais do grupo L. Em feridas tratadas
com CramolLL 1,4, cerca de 90% das feridas fecharam em 10 dias (MELO et al,.2011)
e na utilizacao da lectina da Parkia pendula, houve o fechamento total das feridas que
receberam esse tratamento durante 11 dias (CORIOLANO et al., 2014). MELO et al.
(2014), avaliaram o fechamento das feridas cutaneas em ratos, tratadas com lectinas
CramoLL e Con A no 12° dia pés-operatorio.

A reparacdo de feridas, faz-se pela re-epitelizacdo dos anexos epiteliais ou
epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida (FAZIO, ZITELLI; GOSLEN, 2000).
Neste experimento, o grupo LL, o processo de re-epitelizagéo, foi percebido a partir
do 4° dia poOs-operatério com a presenca de uma pequena lingua epitelial,
diferentemente do grupo L onde néo foi visualizado essa estrutura. Chegando ao 14°
dia, todos os animais apresentaram completa re-epitelizagao.

Em estudos com a lectina CML de sementes da Centrolobium microchaete para
o tratamento de feridas cutadneas induzida cirurgicamente em murinos, ocorreu uma
rapida re-epitelizacdo durante os dias 12 do pés-operatério (PINHEIRO et al., 2018),
semelhante ao observado por Melo et al. (2014), utilizando as lectinas CramoLL e
ConA. Corialano et al. (2014), perceberam que no 7° dia pés-operatério, o processo
da re-epitelizagdo no grupo tratado com a lectina da P. pendula, foi extensa em direcéo
ao centro da leséo, tendo resultado semelhante com a BmoLL, com Brustein et al.
(2012) utilizando a lectina Emal e por Kim et al. (2013), ao usar a lectina articM de
semente de Jaca. De acordo com Tazima et al. (2008), nas primeiras 24 a 36 horas
apos o trauma, séo liberados fatores de crescimento epidérmicos que estimulam a
proliferacédo de células epiteliais e a re-epitelizacéo da ferida.

No 4° dia pGs-operatorio, todos 0s animais deste experimento apresentaram a
fase inflamatédria bastante evidente, porém, o tecido de granulacdo mostrou-se
bastante presente no grupo LL com muita celularidade em relacdo ou grupo L.
Resultado semelhante foi observado por Melo et al. (2011) com a utilizag&o da lectina
CramoLL 1,4, divergindo de Brustein et al. (2012) com a lectina Emal e Melo et al.
(2014) com a CramoLL e ConA, perceberam a presenca do tecido de granulagéo entre
0 5° e 7° dia pds-operatorio, onde a maior concentracdo desse tecido chegando no 7°
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dia, sugerindo que BmoLL, quando aplicada topicamente, promove a ativacdo de
células envolvidas no processo cicatricial, favorecendo a evolugdo do mesmo.

Muitos estudos tém sido realizados no cenario cientifico nacional e
internacional com o objetivo de apontar novos terapéuticos de origem natural,
incluindo o uso de lectinas de origem vegetal. Entretanto, trabalhos que revelem o
mecanismo de acao cicatrizante das lectinas, ainda sdo muito poucos. A definicao
desses mecanismos € um importante passo para a efetiva aplicacado de novas drogas,
uma vez que pode ser (til para definir estratégias de administragdo e aumentar a

eficacia de possiveis formulacdes (Lima et al., 2018).

CONCLUSAO

O creme contendo lectina BmoLL de folhas Bauhinia Monandra Kurz, mostrou
ser eficiente no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos Wistar,
favorecendo a contracdo das feridas, o processo de re-epitelizacdo e a formacao do

tecido de granulagao.
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Figura 1: Imagens de feridas cutaneas em ratos do grupo L, tratados apenas com o veiculo
(Lanette) (A, B, C, D) e do grupo LL tratados com creme contendo BmoLL + Lanette (E, F, G,
H) no 4°, 7°, 14°, e 21° dias pds-operatorio, respectivamente.
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Figura 2: Contracéo da ferida. Percentual médio do fechamento de ferida para os diferentes
grupos. Observar diferenga do grupo tratado LL (Lanette+Lectina) até o 7° dia, quando
comparado ao grupo controle L (Lanette).
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Artigo para submissao na Revista Ciéncia Rural

Analise morfométrica em feridas cutaneas de ratos tratados com creme contendo

Lectina BmoLL de folhas da Bauhinia monandra Kurz

Morphometric analysis in skin wounds of Lectin BmoLL cream-treated rats from

Bauhinia monandra Kurz leaves

RESUMO

O objetivo deste trabalho, foi avaliar morfometricamente as feridas cutaneas tratadas
com creme contendo Lectina BmoLL de folhas da Bauhinia monandra Kurz. Foram
utilizados 40 ratos Wistar machos adultos, divididos em dois grupos contendo 20
animais cada, formando um grupo tratado (LL) e o grupo controle (L). Cada grupo foi
dividido em quatro subgrupos contendo cinco animais cada, os quais foram avaliados
no 4°, 7°, 14° e 21° dias pos-operatério, respectivamente. Em cada animal foram
realizadas duas feridas cirargicas (antimero direito e esquerdo) deixando a fascia
muscular adjacente exposta. As feridas foram avaliadas e mensuradas histoldgica e
morfometricamente para visualizar e determinar a densidade das fibras colagenas,
contagem de vasos e mastocitos. Foi evidenciado aumento significativo (p<0,05) na
quantidade de mastdcitos e de vasos sanguineos neoformados no grupo tratado e da
influéncia que a Lectina BmoLL teve na producdo das fibras colagenas. O creme
contendo Lectina BmoLL de folhas Bauhinia monandra Kurz, favoreceu o processo de

cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos.

Palavras-chave: Planta medicinal, Pata-de-vaca, Pele, Cicatrizagédo, Wistar, Dados

morfométrico

ABSTRACT

The aim of this study was to morphometrically evaluate the cream-treated skin wounds
containing Lectin BmoLL from Bauhinia monandra Kurz leaves. Forty adult male Wistar
rats were used, divided into two groups containing 20 animals each, forming a treated
group (LL) and the control group (L). Each group was divided into four subgroups
containing five animals each, which were evaluated on the 4th, 7th, 14th and 21st
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postoperative days, respectively. In each animal were made two surgical wounds (right
and left antimer) leaving the adjacent muscle fascia exposed. Wounds were
histologically and morphometrically assessed and measured to visualize and
determine collagen fiber density, vessel and mast cell count. A significant increase (p
<0.05) was observed in the number of mast cells and newly formed blood vessels in
the treated group and the influence that Lectin BmoLL had on the production of
collagen fibers. The cream containing Lectin BmoLL leaves Bauhinia monandra Kurz
favored the healing process of skin wounds in rats.

Key words: Medicinal plant, Cow's foot, Skin, Healing, Wistar, Morphometric data

INTRODUGCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA JUNIOR et al., 2005). Desde cedo as primeiras civilizagbes perceberam que
algumas plantas continham, em suas esséncias, principios ativos 0s quais ao serem
experimentados no combate as doencas revelaram empiricamente seu poder curativo
(BADKE et al., 2011).

Pertencente a subfamilia Caesalpinioideae e género Bauhinia, a espécie
Bauhinia monandra Kurz, é conhecida vulgarmente como “pata-de-vaca” na
Amazobnia, onde possui grande valor econémico (BORGES; MENDONCA, 2009),
utilizada com fins ornamental, forrageiro e medicinal (MARTINS et al., 1995) na qual,
suas folhas sdo usadas popularmente em forma de chas para o tratamento de
diabetes, como anti-inflamatério e analgésico (SILVA; CECHINEL-FILHO, 2002).

Segundo pesquisas, a Bauhinia monandra tem potencial antidiabético contra
diabetes induzida experimentalmente em ratos (MCCUNE; JOHNS, 2002) e este
potencial antidiabético tem sido ligado a presenca de componentes antioxidante
(ANOSIKE et al., 2012). Lectina BmoLL extraida das folhas da B. monandra a partir
do processo de purificagdo, possui potentes propriedades anti-inflamatoérias e
antinociceptivas em experimentos com camundongos (CAMPOS et al., 2016).

Com base em relatos prévios da atividade anti-inflamatorio e antinociceptivas

da BmoLL, este trabalho propés avaliar a atividade cicatrizante em creme contendo a
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Lectina BmoLL de folhas da Bauhinia Monandra Kurz através de técnicas

morfométricas de ferida cutanea em ratos.

MATERIAL E METODOS

As folhas da Bauhinia monandra foram coletadas na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) no campus Recife, tendo registro n° 33637 pelo Herbario
Geraldo Mariz da UFPE.

BmoLL (0.5mg/ml) foi purificada através de um protocolo previamente definido
usando uma fracdo precipitada com sulfato de amobnio (0-60%) seguida por
cromatografia de afinidade em coluna de gel de guar. A Lectina foi mantida a -20°C
(COELHO & SILVA, 2000). Para a deteccao da presenca da Lectina, foi realizada a
determinacao da atividade hemaglutinante de acordo com Correia e Coelho (1995) e
medidas concentracdes de proteina por absorbancia a 280nm através de Lowry et al.
(1951). O creme foi elaborado através da incorporacdo do isolamento da Lectina
(553,3 pg/ml) das folhas a um veiculo seguindo orientacdo da farmacotécnica. Todo
o procedimento foi realizado no Laboratério de Bromatologia do Centro Académico de
Vitéria da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para o estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar machos, aos trés meses de
idade, pesando aproximadamente 300g, provenientes do biotério do Centro
Académico de Vitéria-UFPE. Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais,
mantidas em temperatura ambiente de 22 °C a 25 °C, expostas a fotoperiodo de 12
horas de luz (400 Lux) por 12 horas de escuriddo e acesso a agua e racao (Labina
para roedores-Purina), ad libitum. Todas as atividades envolvendo a utilizagdo de
animais foram aprovadas pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPE (Licenca n° 0044/2018).

Os animais foram escolhidos aleatoriamente e divididos em dois grupos
contendo 20 animais cada, formando um grupo dos animais tratados e um grupo dos
animais controle. Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos contendo cinco animais
cada, os quais foram avaliados no 4°, 7° 14° e 21° dias pOs-operatorio,
respectivamente.

Para a realizacdo da ferida cirdrgica foi feita uma anestesia dissociativa
utilizando cloridrato de xilazina a 2% e cloridrato de quetamina a 10% administrado

por via intramuscular nas doses de 10mg/kg e 80mg/kg respectivamente. Depois de
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anestesiados os animais foram posicionados em decubito ventral e submetidos a
tricotomia das regides toracicas dorsolaterais direita e esquerda. Com auxilio de um
punch de 8 mm de didmetro foram realizadas duas incisdes de pele e tela subcutanea,
uma no antimero direito e uma no esquerdo, ficando exposta a fascia muscular
adjacente.

Cada falha cutanea recebeu o tratamento de acordo com a metodologia
estabelecida: animais do grupo tratado (LL), aplicacdo tdépica diaria do creme
contendo Lectina das folhas da Bauhinia Monandra Kurz associado ao veiculo
(Lanette) e animais do grupo controle (L), com aplicacdo tépica diaria do creme
contendo apenas o veiculo. As feridas receberam o tratamento imediatamente logo
apos a cirurgia e diariamente, na qual era colocado uma quantidade suficiente para
cobrir a leséo.

No dia O (dia da cirurgia) e no 4°, 7°, 14° e 21° dias pds-operatorio, todas as
feridas foram mesuradas nos sentidos latero-lateral e craniocaudal com auxilio do
paquimetro digital. Para o calculo das areas das feridas foram observados os
didmetros maior e menor.

Para a coleta da pele, os animais foram previamente anestesiados, utilizando
cetamina (80mg/kg) e xilazina (6mg/kg) por via intramusclar, e apds coleta,
submetidos ao procedimento de eutanasia, com aplicacao de Tipental (30mg/kg) por
via intraperitoneal.

Foram coletados fragmentos da pele através de incisdo abrangendo a pele
integra e a area anteriormente lesionada. Apele foi imediatamente fixada em formol
tamponado a 10% permanecendo por 24hs. ApOs esses procedimentos, 0S
fragmentos foram desidratados em 4&lcool etilico em concentracbes crescentes,
diafanizados pelo xilol, impregnados pela parafina liquida em estufa regulada a
temperatura de 59 °C e incluidos em parafina. Em seguida, os blocos foram cortados
em microtomo do tipo Minot, ajustado para 5 um. Os cortes obtidos foram colocados
em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa
regulada a temperatura de 37 °C, durante 24h, para secagem e colagem.

Para a preparacdo dos cortes histolégicos, foram submetidos a técnica de
coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) para contagem de vasos, Tricrébmico de
Masson (TM) para determinacdo das fibras colagenas e Azul de Toluidina (AT) para

contagem de mastocitos. A analise morfométrica foi composta pela contagem dos
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vasos sanguineos e de mastocitos feita em fotomicrografias (aumento de 40x) de
cinco campos (aumento de 40x), nos cortes histologicos corados por HE e AT
respectivamente, utilizando o software ImageLab. Para determinar a densidade das
fibras coladgenas neoformadas através das alteracbes em pixel, foi realizada cinco
fotomicrografias (aumento de 40x) dos cortes histologicos das feridas coradas com
Tricromico de Gomori, utilizando o software Gimp2.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos
foram avaliados nos periodos pés-operatorios do 4°, 7°, 14° e 21° dias, utilizando o
esquema de parcela subdividida no tempo, na qual os tratamentos estavam na
subparcela e os periodos considerados como parcelas. Foram realizadas cinco
repeticdes por grupo, por experimento. Foram utilizadas 5 repeticbes para cada
recurso farmacoldgico, sendo considerado cada animal uma unidade experimental. As
variaveis analisadas: contracdo das feridas, contagem de vasos sanguineos,
determinacao da densidade das fibras colagenas e mastdécitos, nos 4°, 7°, 14° e 21°
dia pos-operatoério. Os dados foram analisados utilizando o teste T ndo pareado com
nivel de significancia de 5% (p<0,05). As analises foram feitas utilizando o programa
GraphPad PRISM 5.

RESULTADOS
A quantidade de mastécitos no tecido de granulacdo demostrou abundancia a
partir do 4° dia no grupo tratado, tendo uma diferenca significativa nos grupos LL7 e

LL14 (p<0,05), quando comparado ao grupo controle (L) (Fig.1).
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Figura 1: Gréfico evidenciando a quantificacdo de mastécitos nos grupos tratado com creme
contendo Lanette + Lectina (LL) e grupo controle tratado apenas com o veiculo Lanette (L),
no 4°, 7°, 14° e 21° dias pds-operatorio. Pode-se notar diferenca significativa (p<0,05) nos
grupos tratados LL7 e LL14 do grupo controle (L).
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Na contagem dos vasos sanguineos, o0 grupo tratado apresentou maior
neoangiogénese, pela contagem de vasos neoformados, no 4° e 7° dia do pds-
operatorio, na qual o grupo LL7 apresentou diferenca significativa (p<0,05) comparado
ao grupo controle. Ao 14° dia o grupo controle apresentou maior nimero de vasos
sanguineos comparados ao grupo tratado, mas nao apresentaram estatisticas

significativas (Fig. 2).
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Figura 2: Grafico evidenciando a quantidade de vasos sanguineos neoformadas nos grupos
tratados com creme contendo Lanette + Lectina (LL) e grupo controle tratados apenas com o
veiculo Lanette (L), no 4°, 7°, 14° e 21° dias pOs-operatorio. Pode-se observar diferenca
significativa na quantidade de vasos do grupo tratado quando comparado ao grupo controle
(p<0,05) no 7° dia.

Sobre as fibras colagenas, foi observada diferenca na densidade e na
disposicédo das fibras no grupo tratado em relacdo ao controle. A densidade foi
decrescente no grupo tratado a partir do 4° dia do pés-operatério, diferente do grupo
controle, na qual o resultado se mostra de forma crescente, porém ainda em
quantidade baixa em relagcdo ao grupo tratado. Verificou-se ainda que as médias sobre
a densidade das fibras coldgenas, mostrou ser maior no grupo tratado, tendo diferenca

nos grupos LL4 e LL7, comparando-se aos grupos L4 e L7 (Fig. 3).
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Figura 3: Grafico evidenciando a densidade das fibras coldgenas nos grupos tratado com
creme contendo Lanette + Lectina (LL) e grupo controle tratado apenas com o veiculo Lanette
(L), no 4°, 7°, 14° e 21° dias pOs-operatorio. Pode-se observar diferenca do 4° ao 7° dia pos-
operatorio no grupo tratado (LL7 e LL14) quando comparado ao grupo controle.

DISCUSSAO

A presenca de edema e dor nos primeiros dias pés-operatorio, foi observada
em todos os animais deste experimento, como ocorreu em trabalhos de Coriolano et
al. (2014), utilizando Lectina de sementes da Parkia pendula, Melo et al. (2011) com
a Lectina CramoLL 1,4, e Brustein et al. (2012) utilizando a Lectina Emal da Eugenia
malaccensis, ambos em feridas cutaneas.

Nos ultimos anos tem sido cada vez mais crescente as investigacdes sobre a
participacdo dos mastécitos nos diversos processos fisiopatoldgicos da cicatrizacao
(ESTEVAO et al., 2015). O mastdcito participa na re-epitelizacéo, revascularizacdo
do tecido lesado, na deposicao de tecido conjuntivo temporario e na remodelacéo
da matriz conjuntiva (ARTUC et al.,, 2006). Neste trabalho, o grupo tratado
apresentou maior quantidade de mastocitos em relacdo ao grupo controle, tendo
uma diferenca significativa no 7° e 14° dia do pds-operatoério, corroborando com
Kim et al. (2013) que utilizaram a Lectina ArtinM em ferida de mucosa em ratos,
na qual perceberam aumento na quantidade de mastdcitos no 7° dia.

Na reparacao do tecido conjuntivo ocorre a formacao do tecido de granulagéo,
com proliferacdo endotelial e de fibroblastos (SARANDY, 2007). A angiogénese &
caracterizada pela migracéo de células endoteliais e formacéo de capilares, essencial

para o suprimento de oxigénio e nutrientes na cicatrizagdo (CAMPOS, et al., 2007).
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Comeca nos primeiros dias ap0s a lesdo vascular e pode tornar-se evidente em cerca
de 4 dias apos a lesdo (RAJA et al., 2007). Neste trabalho pode-se observar maior
quantidade de vasos sanguineos neoformados no 4° e 7° dia do pos-operatério no
grupo tratado, na qual o grupo LL7 apresentou diferenga significativa (p<0,05)
comparado ao grupo controle. Ja em trabalhos de Silva (2007), Araujo (2007) e
Coriolano (2008) que utilizaram Lectina ConBr, Emal e Lectina de sementes da Parkia
pendula respectivamente no tratamento de feridas cutdneas em camundongos, 0S
vasos sanguineos neoformados ja estavam presentes o 2° dia do pos-operatério nos
grupos controle e tratado sem diferenca significativa.

O ultimo fenbmeno da fase proliferativa é a deposicédo do colageno, iniciando
na primeira semana apos a lesdo e continuando por 12 a 18 meses (CHILDS;
MURTHY, 2017). Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com Kim et
al. (2013) que utilizaram a Lectina ArtinM em feridas na mucosa oral em ratos,
Coriolano et al. (2014) e Melo et al. (2011) utilizaram a Lectina da Parkia pendula e a
Lectina CramoLL-4 respectivamente para o tratamento de feridas cutdneas em ratos,
quanto ao reparo das fibras coldgenas nos primeiros dias do pds-operatério, porém a
densidade das fibras colagenas obteve aumento no 4° dia, diminuindo até o 14° dia,
divergindo dos autores, na qual esse aumento se deu no 7° dia em relacdo ao grupo
controle que apresentaram pouca quantidade da fibra. A diminui¢cdo da deposicao de
coldgeno na fase de maturacdo pode ser explicada pela pouca presenca dos
fibroblastos na area da lesé@o ao longo dos 21 dias nos grupos controle (MELO et al.
2011).

CONCLUSAO

Com a realizagcéo deste trabalho, foi possivel concluir que, o creme contendo
Lectina BmoLL de folhas Bauhinia Monandra Kurz, mostrou ser eficiente no processo
de cicatrizacdo de feridas cutéaneas de ratos, favorecendo aumento significativo do
namero mastdécitos, estimulando a neoangiogénese e influenciando na producéo das

fibras colagenas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através do desenvolvimento deste trabalho, foi possivel concluir que o creme
contendo Lectina BmoLL de folhas Bauhinia Monandra Kurz, mostrou ser eficiente no
processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos, na qual, favoreceu aumento
significativo do nimero de mastdcitos, estimulou a neoangiogénese, influenciou na
producdo das fibras coldgenas, como também no favorecimento da contracdo das
feridas, no processo da re-epitelizagéo e na formacéo do tecido de granulagao.

Com a elaboracdo de um novo Bioproduto de origem vegetal, foi capaz de
expressar propriedades de modular o processo inflamatério e de estimular a
multiplicacdo celular e das estruturas necessarias ao processo cicatricial. As lectinas
parecem ser alternativas interessantes para melhoria do sucesso terapéutico, embora
muitos estudos ainda devem ser realizados em relacdo ao seu uso como agente

cicatrizante.
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“Mesmo que a minha mente e o meu corpo enfraquegam, Deus é a minha forga, ele

é tudo o que eu sempre preciso”
Salmo 73,26
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