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Perfil de proteases de lesdes cutaneas experimentais em camundongos tratadas com a
lectina isolada das sementes de Canavalia brasiliensis

Proteases profile of skin wounds treated with lectin from Canavalia brasiliensis seeds
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil de
proteases em lesées cutdneas experimentais tratadas com a
lectina isolada das sementes da Canavalia brasiliensis (ConBr)
livre e conjugada com o seu agucar especifico. Lesoes cirurgicas
foram produzidas assepticamente na regido dorsal de
camundongos (n=120), divididos de acordo com o tratamento
empregado: Grupo NaCl (NaCl 150mM), Grupo manose
(manose 100mM), Grupo ConBr (ConBr 100ug mL") e Grupo
ConBr/manose (solug¢do contendo ConBr 100ug mL-'
preparada em manose 100mM). Amostras da drea lesada
foram coletadas para determinagdo do perfil de proteases e
atividade colagenolitica no 2% no 7% e no 122 dia de pds-
operatorio. O perfil das proteinas realizado através de
eletroforese SDS-PAGE demonstrou a presencga de proteinas
com massa molecular de 67kDa em todos os grupos. O Grupo
ConBr/manose apresentou a maior atividade colagenolitica
no 12¢ dia de pos-operatorio. A lectina isolada das sementes
da Canavalia brasiliensis influenciou a expressdo de proteases
com atividade colagenolitica podendo assim interferir no
processo cicatricial das lesées cutdneas em camundongos.

Palavras-chave: Canavalia brasiliensis, cicatrizagdo, lectinas,
metaloproteinases, reparo tecidual.

ABSTRACT

The objective of the present study was determining
the proteases profile of cutaneous healings treated with free
and conjugated lectin of Canavalia brasiliensis (ConBr) and
their specific sugar. An aseptic wound was produced in the

thoracic area of the mice (n=120), divided according to the
employed treatment: NaCl Group (150mM NaCl), manose Group
(100mM manose), ConBr Group (100ug mL' ConBr) and
ConBr/manose Group (solution containing 100ug mL' ConBr
prepared in 100mM manose). Samples of the injured area
were collected for determination of proteases profile and
collagenolytic activity on 2", 7" e 12" days after the surgery.
Electrophoresis SDS-PAGE demonstrated proteins with
molecular mass of 67kDa in all groups. Group IV presented
the highest collagenolytic activity on the 12" day post surgery.
ConBr lectin influenced proteases expression with collagenolytic
activity thus being able to intervene on skin wound healing in
mice.

Key words: Canavalia brasiliensis, lectins, metalloproteinases,
wound healing, wound repair.

INTRODUCAO

A pele funciona como uma barreira protetora
contra os mais variados tipos de agentes agressores
presentes no ambiente, sendo fundamental para a
manuten¢do da homeostase. Qualquer alteracdo na
integridade da pele pode desencadear condigdes
patoldgicas, tais como infecgdo, desidratacdo e prejuizo
no balango eletrolitico. Um processo de cicatrizagao
eficiente ¢ de grande importancia para o bem-estar do
paciente (BAUM & ARPEY, 2005).
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O processo cicatricial envolve uma complexa
sequéncia de eventos celulares e bioquimicos com o
objetivo de restaurar a integridade tecidual apos o
trauma. Esse processo caracteriza-se pela inflamacao,
formagdo do tecido de granulagdo e remodelagdo da
matriz extracelular (MEC) (PARK & BABUL, 2004).

A degradacdo da MEC ¢ uma caracteristica
essencial do reparo ¢ da remodelagdao durante a
cicatrizagao de lesOes cutineas. As metaloproteinases
(MMP) sdo uma familia de endopeptidases zinco-
dependentes que coletivamente sdo capazes de
degradar todos os componentes da matriz extracelular
(GEARING et al., 1994). Essas enzimas podem ser
produzidas por varios tipos de células da pele, como
fibroblastos, células endoteliais, mastocitos e
polimorfonucleares, tendo uma importante fun¢éo na
remodelacéo proteolitica da MEC em vaérias situagdes
fisiologicas, incluindo: morfogénese, desenvolvimento
tecidual, reparo tecidual e angiogénese (KAHARI &
SAARIALHO-KERE, 1997).

DUBQOIS et al. (1998) demonstraram que a
lectina da Canavalia ensiformis (Con A) induz a
producdo da MMP-9 por linfécitos in vitro; essa
protease, em associagdo com a MMP-2, ¢ fundamental
para o processo cicatricial. Diante disso, torna-se
importante a analise da influéncia de outras lectinas
sobre a atividade das MMP.

Em estudos recentes, proteinas bioativas
vém sendo utilizadas na terapéutica médica
(ANDRADE et al., 2004). As lectinas s&o
(glico)proteinas de origem ndo imune que se ligam de
maneira especifica e reversivel a carboidratos, estdo
amplamente distribuidas na natureza (PEUMANS &
VAN DAMME, 1995) e sdo consideradas moléculas
que reconhecem e decifram a informacéo contida nos
oligossacarideos presentes na superficie celular (RINI,
1995). Essas glicoproteinas, em particular as de origem
vegetal, sdo consideradas importantes ferramentas nos
estudos em glicobioquimica e glicobiologia (RUDIGER,
1998). Entre as lectinas mais estudadas de plantas, estdo
principalmente as da familia Leguminosae. Lectinas
dessa familia representam um grupo de proteinas
similares estruturalmente, porém com diferentes
especificidades a carboidratos. A lectina extraida das
sementes de Canavalia brasiliensis caracteriza-se por
se ligar a D-glucose/D-manose.

A atividade bioldgica da ConBr tem sido
investigada em diversos modelos experimentais
(CAVADA et al., 2001). Dentre as atividades biologicas
dessa lectina, estdo a indugdo in vitro da proliferagdo
de linfocitos com produgao de interferon-y(BARRAL-
NETTO et al., 1992), liberacdo de histamina por
mastocitos (GOMES et al., 1994), produgio de 6xido
nitrico in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999) ¢
indugdo de apoptose celular (BARBOSA et al., 2001).

Com base no fato de que as lectinas de
leguminosas estimulam a producdo de
metaloproteinases importantes para o processo
cicatricial, decidiu-se avaliar o perfil de proteinas e a
atividade colagenolitica em lesdes cutdneas
experimentais tratadas com a lectina das sementes da
Canavalia brasiliensis (ConBr).

MATERIAL E METODOS

Camundongos Swiss machos (n=120) com
10 semanas de idade, pesando 40,0 + 5,0g, foram criados
e mantidos no Biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami, Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram alocados em gaiolas
individuais, permanecendo em macroambiente
controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro,
temperatura 23+2°C e umidade 55+10%), com
fornecimento de dgua e rag@o a vontade.

A lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr)
foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Benildo de Souza
Cavada. A lectina liofilizada foi solubilizada em solugao
de NaCl 150mM até obter a concentragdo final de 100ug
mL. Também foram preparadas solugdes com a lectina
ConBr conjugada com o seu agucar especifico, nesse
caso, a soluc¢ao de lectina em salina contendo manose
100mM foi incubada a 37°C, por 30 minutos. Apos a
dissolugdo, as solugoes foram filtradas em membranas
0,22um e, posteriormente, armazenadas em frascos
estéreis e estocadas a -4°C até a sua utilizag3o.

O procedimento cirirgico experimental e a
avaliagdo clinica das lesdes foram realizados de acordo
com SCHIRATO et al. (2006). Os animais (n=120) foram
anestesiados por via subcutdnea com cloridrato de
xilazina 2% (10mg kg") e cloridrato de cetamina 10%
(115mg kg'). Apos o procedimento anestésico, cada
animal foi submetido a tricotomia da regido dorsal e
posterior antissepsia utilizando iodopovidona 1% e
alcool 70%. Com auxilio de um molde metalico vazado
(diametro=0,8cm), a pele foi demarcada com caneta
dermografica. A ferida cuténea foi produzida utilizando-
se tesoura de [ris e pinga de dissec¢do. Os animais foram
divididos em quatro grupos (n=30), de acordo com o
tratamento experimental empregado: grupo ConBr
(lectina ConBr 100ug mL™), grupo ConBr/manose
(solugd@o contendo lectina 100pg mL! em manose
100mM), grupo manose (manose 100mM) e grupo NaCl
(NaCl 150mM). Cada leséo recebeu diariamente 100uL
das solugoes preparadas nas diferentes concentragdes
a serem testadas, as quais foram aplicadas topicamente,
com o auxilio de uma pipeta automatica com ponteiras
esterilizadas. Diariamente, cada lesdo foi avaliada
clinicamente, observando-se a presenga de sinais
inflamatorios (edema e hiperemia) e mensurada por auxilio
de um paquimetro.
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Para analisar o perfil de proteinas e a
atividade proteasica durante a evolug@o do processo
cicatricial, foram coletadas amostras teciduais no 22,
no 7° e no 12° dias pos-operatorio (PO). Esses dias
correspondem as diferentes fases da cicatrizacdo:
inflamatoria, de fibroplasia e de remodelagdo; nesses
periodos, 30 animais (n=10/grupo/tempo) foram
anestesiados, ¢ amostras de tecido da area lesada foram
retiradas. Imediatamente apos a retirada do tecido, as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
pulverizadas. Em seguida, as amostras de pele foram
homogeneizadas como descrito por NEELY etal. (1997),
sendo, em seguida, centrifugadas a 6000 x g, por 30
minutos, e os sobrenadantes utilizados para as referidas
analises.

A atividade proteolitica foi realizada
utilizando-se azocolageno como substrato, segundo
método descrito por CHAVIRA et al. (1984) e modificado
pela mudanga no valor do pH de 7,8 para 7,2 e pelo
tempo de incubacao que foi baseado no artigo de YOUNG
& GRINELL (1994). O azocolageno foi suspenso em Tris-
HC150mM pH 7,2 e CaCl, ImM, em uma concentragdo
final de (Smg mL"). O sistema de reagdo foi constituido
por 150uL do homogenado de tecido de pele, 150puL de
solugdo tampdo Tris-HC1 50mM pH 7,2, CaCl, ImM e
270uL da solugdo de azocolageno. O sistema de reago
foi incubado a 37°C, sob agita¢ao constante. Apo6s 18h
de incubagdo, a reagao foi interrompida por centrifugacéo
a 13.500 x g, por oito minutos, a 4°C. A absorbancia do
sobrenadante foi lida a 520nm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi descrita como sendo a variagdo de
absorbancia de 0,01 durante 18 horas de reacdo.

Os homogenados obtidos foram submetidos
a técnica de eletroforese SDS-PAGE, realizada em gel
gradiente de 10% de poliacrilamida, de acordo com o
método de LAEMMLI (1970). Foram utilizadas como
padrao de peso molecular anidrase carbonica (30kDa),
ovoalbumina (43kDa) e albumina bovina sérica (67kDa).

Os dados da atividade colagenolitica foram
expressos como média + desvio padrdo. Os dados de
area e atividade foram submetidos a analise estatistica,
usando o GraphPad Prism 5.0. Constatada a distribuico
normal dos dados, estes foram comparados aos pares,
utilizando-se o Teste t e considerando-se um nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As lectinas tém sido descritas como
potentes imunomoduladores por induzir a ativagdo
linfocitaria e a produgdo de citocinas. A lectina de
Canavalia brasiliensis (ConBr) induz in vitro a
proliferagao linfocitaria com produgdo de interferon- v,

GM-CSF (fator estimulante da colonia de monocitos e
granulocitos), IL-4 (interleucina-4), IL-10 (interleucina-
10) e TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa) (CAVADA
etal.,2001). O TNF-a ¢ mitogénico e quimiotatico para
células endoteliais que migram para o leito da lesdo,
originando novos vasos sanguineos (MUTSAERS et
al., 1997). A neoangiogénese ¢ fundamental para a
evolugdo do processo cicatricial, pois 0s novos vasos
formados fornecerdo os nutrientes necessarios para
as células presentes no local da lesdo.

Estudos indicam que durante a fase
inflamatoria as lectinas induzem a producao de 6xido
nitrico in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999). O
o6xido nitrico ¢ fundamental para o processo
inflamatério, atuando como vasodilatador,
antimicrobiano e promovendo a permeabilidade
vascular. Possui também efeito pré-inflamatoério,
atuando como quimioatrativo para citocinas como a
Interleucina-1, um potente modulador da proliferagéo,
recrutamento e diferenciagdo de ceratinocitos, TGF-B-
1 (Fator de Crescimento de Fibroblastos-1), mondcitos
e neutrofilos, favorecendo a angiogénese e auxiliando
aativacao de fibroblastos (SONEJA et al., 2005).

Durante a fase inflamatoria (2° dia de PO)
observou-se, no grupo ConBr, uma menor degradagio
do azocolageno em relagdo aos outros grupos
observados (Figura 1A). Durante a migracéo
leucocitaria para o foco inflamatorio, os leucdcitos
secretam proteases como a gelatinase A e a gelatinase
B, que sdo responsaveis pela degradagdo da matriz
extracelular lesada. Estudos t€ém demonstrado que as
lectinas podem favorecer a liberagdo dessas enzimas
por diferentes tipos celulares. DUBOIS et al. (1998)
demonstraram que as lectinas de Urtica dioica,
Calystegia sepium, Convolvulus arvensis e Colchicum
autumnale sdo capazes de induzir a liberagdo de
gelatinase B por leucécitos humanos. HOEBEN et al
(1996) verificaram que a Canavalia ensiformis
(Concanavalina A) induziu a secregdo de gelatinase A
por células de Sertoli e peritubulares.

Segundo OVINGTON (2007), o
comportamento normal dessas enzimas seria um pico
enzimatico durante a fase inflamatoria da cicatrizagao,
seguido de um declinio no estagio de aparecimento de
tecido de granulagdo e subsequentemente novo tecido
epitelial na ferida. Neste estudo, ndo foi observado
pico de atividade enzimatica em nenhum grupo
experimental durante a fase inflamatoria. No entanto, o
grupo ConBr/manose durante essa fase obteve um
comportamento na atividade enzimatica mais elevado,
quando comparado aos demais grupos, fato que
poderia explicar a melhor evolugdo desse grupo no
decorrer do experimento.
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Figura 1 - A:Atividade colagenolitica das proteases presentes nos homogenatos obtidos das lesdes cirurgicas experimentais dos
grupos NaCl, manose, ConBr e ConBr/manose no 22, no 72 e no 122 dia de pds-operatdrio. Os resultados foram expressos
como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas a um nivel de significancia
de 5%. B: Perfil de proteinas dos homogenatos provenientes das amostras obtidas a partir das lesdes cirurgicas
experimentais no 22, no 72 e no 122 dia de pds-operatorio.

O perfil das proteinas nos homogenados
obtidos a partir das lesdes cutaneas e analisado por
meio de eletroforese SDS-PAGE demonstrou a presenca
de proteinas com peso molecular de 67kDa em todos
os grupos, sugerindo a presenga da metaloproteinase-
2 (MMP-2). Essa proteinase ¢ secretada durante o
processo cicatricial por macrofagos, células endoteliais,
ceratinocitos e fibroblastos, sendo fundamental para a
evolugdo deste, por remover o tecido desvitalizado,
contribuir para a migragdo celular durante o processo,
estar envolvida no processo de angiogénese, remodelar
a nova matriz extracelular sintetizada e regular a
atividade de fatores de crescimento que interferem no
comportamento das diferentes células que participam
do processo (PARKS, 1999).

Durante a avaliagdo clinica dos diferentes
grupos experimentais, verificou-se que o grupo ConBr
apresentou sinais flogisticos, edema e hiperemia, menos
intensos (dados ndo mostrados). E possivel que tenha
ocorrido uma menor migragdo de células inflamatdrias

para o foco inflamatdrio, o que justificaria essa redugao
de atividade. De acordo com ASSREUY et al. (1997),
algumas lectinas ligadoras de glucose-manose
demonstraram atividade anti-inflamtéria quando
injetadas intravenosamente em ratos. A ConBr, embora
pertenca a esse grupo, ndo possui a mesma atividade.
Vale ressaltar que em nosso estudo a aplicagdao da
lectina foi realizada topicamente.

A lectina ConBr estimula o afluxo de
macrofagos quando injetada por via intraperitoneal em
camundongos C3H/HeJ (RODRIGUEZ etal., 1992). Os
macrofagos sdo as principais células da reacdo
inflamatoria. Muitos fatores de crescimento secretados
por macrofagos influenciam a proliferagéo celular. Como
exemplos, 0 TGF-o (fator de crescimento transformador-
or) tem um importante papel na migragao de ceratindcitos
e reepitelizacdo. TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 promovem
a migracdo de fibroblastos e células endoteliais e a
deposi¢do de matriz extracelular por fibroblastos
durante a formacdo do tecido de granulagdo (LI et al.,
2007).
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O perfil da atividade colagenolitica
observado durante a fase de fibroplasia demonstrou
que os grupos ConBr, NaCl e manose apresentam
aumento dessa atividade em relagao a fase inflamatoria;
porém, no grupo ConBr/manose, observou-se um
declinio dessa atividade (Figura 1A). SELL & COSTA
(2003) demonstraram que as lectinas de Phaseolus
vulgnaris, wheat germ agglutinin e jacalina séo
capazes de diminuir a proliferagdo de fibroblastos in
vitro. Durante a cicatrizagdo de lesdes, 0 movimento
de fibroblastos no leito da ferida promove a formagao
da nova matriz extracelular com deposic¢do de colageno
(SUMITRA etal.,2005). Como verificado por GRINNEL
(2003), as MMP facilitam a migragao dos fibroblastos
por meio da nova matriz extracelular sintetizada no leito
da lesao.

Na fase de remodelagdo (12¢ dia de PO),
verificou-se uma maior atividade colagenolitica no
grupo ConBr/manose, ocorrendo uma reducdo dessa
atividade nos demais grupos em relacdo a fase de
fibroplasia (Figura 1A). Durante esse periodo, existe
um equilibrio entre a sintese e a degradagdo do
colageno, sendo o controle desse processo exercido
pelas MMP. A remodelagao do colageno sintetizado é
fundamental para que o novo tecido adquira forca tensil
(KARUKONDA etal., 2000).

Neste estudo, observou-se que houve
diferencas estatisticamente significativas entre as
areas médias das feridas dos grupos ConBr e os
demais grupos analisados na fase de fibroplasia
(Figuras 2A e 2B), sugerindo que a ConBr, quando
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Figura 2 - A: Aspecto macroscopico das lesdes cirtrgicas experimentais durante a evolugdo do

processo cicatricial. 22 dia de pés-operatorio (P.O.): A, grupo NaCl; B, grupo manose;
C, grupo ConBr; D, grupo ConBr/manose. 72dia P.O.: E, grupo NaCl, F, grupo manose,
G, grupo ConBr/manose, H, grupo ConBr. 12¢ dia P.O.: I, grupo NaCl, J, grupo
manose, K, grupo ConBr/manose; L, grupo ConBr. B: Area média das lesdes
experimentais durante a evolugdo do processo cicatricial.
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aplicada topicamente, promove a ativagao de células
envolvidas no processo cicatricial, favorecendo a
evolucdo do mesmo. A diferenca observada entre os
grupos ConBr e ConBr/manose, durante a fase de
fibroplasia, sugere um possivel envolvimento do sitio
ligador de carboidratos na ativagdo das células
envolvidas na evolugdo do processo cicatricial na fase
de fibroplasia.

Sugere-se que o passo inicial da interacao
entre as lectinas e as células seja a ligagdo com
carboidratos da superficie celular. Estudos realizados
por FREIRE et al. (2003) e ALENCAR et al. (2003)
demonstraram a diminuigao dos efeitos biologicos das
lectinas analisadas quando as estas foram conjugadas
com os seus agucares especificos. Vale ressaltar que
alguns autores indicam a presenca de sitios
hidrofébicos adicionais nas lectinas (BARONDES,
1988), os quais podem estar envolvidos em alguns dos
seus papéis bioldgicos, inclusive podendo ser esta uma
explicagdo para a atividade de lectinas, mesmo com
seus sitios ligadores de carboidratos ocupados.

Diante dos resultados obtidos, é possivel
concluir que a lectina isolada das sementes da
Canavalia brasiliensis induz a sintese de proteases
com atividade colagenolitica durante a cicatrizagdo das
lesdes cutaneas, podendo a partir desse mecanismo
interferir no processo cicatricial.

COMITE DE ETICA ANIMAL

Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as normas preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal-COBEA, e o protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Federal de Pernambuco. Processo n2 39/05.
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