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tecidual em modelo experimental Rattus norvegicus wistar
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1. INTRODUCAO

O processo de reparacao tecidual ocorre principalmente através de dois
processos, a regeneracdo tecidual e a cicatrizagdo (Schreml et al., 2010). A
regeneracao é o processo pelo qual as células que morreram, devido a agressao,
sdo substituidas pelas células do parénquima do mesmo 6rgdo. Ja a cicatrizacédo
€ 0 processo em que as células lesadas ndo sdo substituidas por células
parenquimatosas, mas por tecido fibroso. O fato de as feridas cronicas, incluindo
as Ulceras por pressao, Ulceras arteriais, Ulceras venosas e Ulceras diabéticas,
constituirem um problema de saude publica de grande magnitude. No Brasil as
mesmas afetam milhares de pacientes e geram um gasto de bilhdes de dolares,
contabilizando o periodo de afastamento do trabalho, decorrente da lesé@o, os
estudos sobre o impacto econémico desse agravo sdo ainda pontuais, portanto,
nao se sabe qual o custo total do tratamento de pessoas portadoras de feridas
(ANDRADE et al., 2013).

Sendo assim, a descoberta de novas moléculas para aplicacdo em saude, na
producdo de farmacos capazes de ajudar na regeneracéo tecidual pode melhorar
a qualidade de vida da populacdo atingida. Neste sentido as lectinas tém
desempenhado um papel de destaque ja que esta proteina tem um grande
potencial para o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos ou no
diagnéstico de doencas.

Lectinas sdo proteinas que se ligam com afinidade os residuos de glicidios e
assim com capacidade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. Essas
proteinas sao importantes porque estdo envolvidas no processo de
reconhecimento celular e sinalizacdo em diversas vias metabdlicas. E um grupo
heterogéneo de proteinas encontrado em plantas, animais e microrganismos, que
possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga de forma reversivel a
especificos mono-ou oligossacarideos. Para isso, o0 presente trabalho foi
desenvolvido com a finalidade de estudar a agéo in vivo, da agcéo do Carbopol um
polimero hidrossoluvel contendo lectinas nativas biologicamente ativas, visando a
possivel utilizagdo destes como tratamento para reconstituicdo tecidual.
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2. METODOLOGIA

2.1 Expressédo e obtencao da proteina

A obtencédo da proteina foi realizada apartir da trituracdo de 10 gramas de
semente em conjunto com o tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com NaCl 150 mM A
proteina foi fracionadas por precipitacdo com sulfato de amonio, em diferentes
faixas de concentracdo. Posteriormente submetido a dialise contra H,0 destilada
com cinco trocas com intervalo de 2 em 2 horas, sendo que a ultima troca foi
contra o tampé&o utilizado na extragdo. A amostra dialisada foi purificada por meio
da técnica de cromatografia de afinidade, no caso utilizando a coluna agarose-
lactose (Sigma) e eluida com 30 mL de tampé&o glicina 50mM pH 2,6 com NaCl
150 mM. A amostra purificada foi entédo dialisada e liofilizada. A lectina resultante
da liofilizag&o foi ressuspendidas em 1mL de tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com
NaCl 150 mM e quantificada através de espectrometria.

2.2 Animais

Ratos Wistar machos (8 semanas de idade e pesando em torno de 350-450
g) obtidos do Biotério centra da Universidade Federal de Pelotas utilizados neste
estudo. Os animais foram mantidos em gaiolas convencionais, com condicfes de
temperatura normal (22 + 2 ° C), umidade relativa do ar (60-80%) e ciclo claro /
escuro de 12 h, com alimento e 4gua ad libitum. Este protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo de Animais (CEEA) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), Numero de registro CEEA 6853-2017
de acordo com as diretrizes nacionais e internacionais.

2.3 Ensaios de cicatrizacao in vivo

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, grupo controle
contendo somente Carbopol e outro grupo contendo lectina-carbopol sendo as
formulacbes realizadas com a parceria dos profissionais da Dermakos Farmacia
de Manipulacdo. Foram utilizados 18 animais por grupo (6 para cada fase de cura
da ferida: 48h, 7 dias e 12 dias). Nas 48h ocorre a fase inflamatéria, do 22 ao 72
dia, a fase proliferativa e do 8% ao 122 dia a fase de maturacdo. Apos o
procedimento anestésico, cada animal foi submetido a tricotomia da regido dorsal
e posterior antissepsia utilizando iodopovidona 1%. A ferida cutéanea foi produzida
com auxilio de um “punch” metalico de 8,0mm de didmetro delimitando-se uma
area na regiao dorsal do térax e removendo-se o0 segmento circular de pele com
tesoura de pontas tipo fina/fina e pinca de dissecc¢ao, ate sua resseccao, expondo
as fascias musculares. Diariamente foi aplicado sob cada lesdo um dos
tratamentos e a area da ferida foi mensurada por auxilio de um paquimetro. Nos
2°, 7° e 12° dias do poOs-operatério 6 animais de cada grupo foram eutanasiados
por inalacdo através de overdose anestésica com isoflurano inalatorio. Em
seguida, foi realizadas bidpsias das feridas retirando-se fragmentos de pele
atraves de incisdo abrangendo pele integra e area da ferida (Nascimento, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir de uma analise estatistica dos resultados prévios obtidos durantes
os 12 dias de experimento a respeito das medidas das feridas cutaneas e seus
niveis de cicatrizacdo foi possivel constatar uma melhora comparativa entre o
tratamento e o controle ao passar das fases do experimento. Durante os primeiros
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dias de tratamento (fase inflamatéria — dia 0 ao dia 2) foi evidenciada a mais
expressiva melhora das feridas em relagdo ao controle (Gréafico 1) . Durante a
fase proliferativa (Dia 2 ao 7) os resultados entre os dois grupos se tornaram 0s
mais proximos (Grafico 1), mesmo que ainda o grupo tratado com a lectina
apresentasse uma melhora de 5% , diferente do dia 2 em que o grupo tratado
apresentava uma melhora de 25%. Na fase de maturagéo (Dia 7 ao 12), com as
feridas tratadas cerca de 99% regeneradas, a diferenca ndo se mostrou como nos
primeiros dias, mas mais evidente do que durante o periodo proliferativo, os
resultados dessa fase do experimento ( Grafico 1) foram de uma diferenca de 15
% entre os tratados e o controle negativo. Sendo assim, é possivel estabelecer
uma relacdo entre a aplicacao da proteina testada com a melhora da regeneracéo
tecidual, no futuro ainda serdo testadas as reacfes inflamatérias e as
caracteristicas histolégicas dessas feridas, podendo assim melhorar a
caracterizagdo da proteina na agao regenerativa.
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Fig. 1. Comparacdo das areas das feridas tratadas e das néo tratas, nos dias 0, 2, 7, e 12 de
experimento.

4. CONCLUSOES

O uso das nossas lectinas associadas a veiculos apropriados sdo capazes de
reparar tecidos cutaneos em animais de laboratorio, um primeiro passo para o
desenvolvimento de um produto para a regeneragdo de lesbes cutaneas. Assim,
um novo produto pode ser empregado na medicina regenerativa brasileira,
diminuindo os custos de importacdo de materiais similares. Visto a atividade
regenerativa promissora ainda seréo feitos novos experimentos, buscando novas
lecitinas e veiculos de aplicacdes.
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