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RESUMO

Neste trabalho sdo relatados os resultados obtidos na utilizacdo da
lectina obtida das sementes de Canavalia brasiliensis, sobre a expressao e
atividade de metaloproteinases extraidas de lesées de pele experimentais. O
efeito da lectina foi testado em quatro esquemas terapéuticos (2°, 7° e 12° dia
apos a cirurgia), em camundongos os quais foram divididos em quatro grupos:
ConBr (10pg), NaCl (150mM), ConBr/manose (10ug preparadas em solugéo
fisiolégica com manose 0,1M) e manose (0,1M). O estudo prosseguiu com a
coleta das lesbes para as analises da area da lesdo, histopatologica, atividade
colagenolitica utilizando azocolageno e PCR em tempo real com primers
especificos para metaloproteinase 2 (MMP-2) e metaloproteinase 9 (MMP-9).
O grupo tratado ConBr apresentou sinais inflamatérios macroscopicos menos
intensos e uma maior evolugdo cicatricial quando comparado aos demais
grupos. A atividade colagenolitica esteve presente nos quatro grupos
estudados, porém o grupo ConBr apresentou a menor atividade no 2° dia apos
a cirurgia, ja o grupo ConBr/manose obteve a maior atividade no tempo referido
acima, este perfil de atividade manteve-se para o grupo ConBr/manose no 12°
dia apos a cirurgia. Este resultado da atividade pode esta relacionado com os
achados histopatoldgicos, os quais demonstraram um padrédo semelhante na
organizacao tecidual entre os grupos ConBr e ConBr/manose, porém este
ultimo apresentou uma melhor organizacao das fibras de colageno. Observou-
se quanto a area das lesdes que houve uma diferenca estatisticamente
significativa entre o Grupo ConBr e o grupo controle NaCl no 7° e 12° dia apos
a cirurgia. A expressao dos genes de MMP-2 e MMP-9 foi observada em todos
os tempos para os grupos ConBr, ConBr/manose e manose, com diferentes
quantidades, porém no grupo NaCl ndo houve expressdao no 2° dia de
tratamento da MMP-2 e MMP-9 e no 12° dia para o gene de MMP-9. Apesar
do grupo ConBr/manose ter apresentado uma melhor organizagao das fibras
colagenas, o grupo ConBr favoreu positivamente o fechamento da ferida em
relacdo aos demais grupos.

Palavras-chave: lectina, cicatrizacdo, metaloproteinases, Canavalia

brasiliensis.



ABSTRACT

This study presents results from the Canavalia brasilie lectin use of nsis
seeds, on the expression and metalloproteinases activity extracted from skin
experimental lesions. The lectin effect was tested in four therapeutic schemes
(2", 7" and 12" days after surgery), according to the following treatment:
(10ug) ConBr, 150mM NaCl, (10ug) ConBr/mannose prepared in physiologic
solution with 0.1M mannose and 0.1M mannose. The study proceeded with the
collection of surgical lesions for the injury area analyses, histopathology,
colagenolytic activity using azocoll and real-time PCR with specific primers for
metalloproteinase 2 (MMP-2) and metalloproteinase 9 (MMP-9). Treated ConBr
group showed inflammatory signs less intense and greater wound closure when
compared to the other groups. Colagenolytic activity was present in all groups
studied, but the ConBr group had the lowest activity on the 2™ day after
surgery, however the ConBr/mannose group obtained the highest activity at the
mentioned time above, this profile has remained for the ConBr/mannose group
in the 12" day after surgery. This activity profile may be related to the
histopathology findings, which showed a similar pattern in the organization
tissue between ConBr and ConBr/mannose groups, but the latter showed a
better organization of the collagen fibers. It was observed that injuries area
presented a statistically significant difference between the ConBr group and the
control group (NaCl) on the 7" and 12" day after surgery. The MMP-2 and
MMP-9 gene expression was observed at all times of study for ConBr,
ConBr/mannose and mannose groups, with different quantities, but the NaCl
group did not expressed MMP-2 and MMP-9 gene in 2" day after surgery and
the MMP-9 gene in 12" day. Despite the ConBr/mannose group had presented
a better organization of collagen fibers, the ConBr group showed positive for the

wound closure in comparation to other groups.

Key words: lectin, wound repair, metalloproteinases, Canavalia brasiliensis.



1. INTRODUCAO

Lectinas — Moléculas Versateis

Uma definicdo postulada por Goldstein e colaboradores em 1980
conceitua lectinas como proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunolégica
que interagem com carboidratos através de, ao menos, dois sitios de ligagao,
aglutinando células vegetais e/ou animais e que precipita polissacarideos,
glicoproteinas ou glicolipidios (Figura 1).

Entretanto, Kennedy (1995), Sharon & Lis (2004) fazem referéncia as
lectinas como proteinas que permitem a aglutinagao celular e que sdo agucares
especificos, os quais se apresentam como moléculas que estdo envolvidas em

processos de reconhecimento célula-molécula e célula-célula.
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Figura 1. Ligacao da lectina com os carboidratos. PIMENTEL, 2006.

A énfase que é dada quanto a origem nao imune das lectinas serve para
distingui-las de anticorpos, anticarboidratos que aglutinam células. Enquanto os
anticorpos sao estruturalmente similares, as lectinas diferem entre si quanto a
composicdo aminoacidica, requerimentos de metais, peso molecular e
estrutura tridimensional. Além disso, as lectinas ndo sao apenas encontradas
em animais, mas também em outros organismos que nao possuem sistema
imune, como plantas, bactérias (MOREIRA et al., 1991) e virus, apresentando

a fungédo de mediadora numa variedade de eventos biolégicos (CAVADA et al.,



1998; GABIUS & GABIUS, 2002; SELL & COSTA, 2003; ALENCAR et al,,
2005).

Vaérias lectinas, em particular as de origem vegetal, sdo bastante
estudadas em termos de estrutura molecular, papel fisioldgico e efeitos
biolégicos em células de mamiferos (DUBOIS et al., 1998; RUDIGER, 1998).
Tais proteinas apresentam-se em multiplas formas e tem sido obtidas com alto
grau de rendimento e pureza, principalmente através de cromatografia de
afinidade ou de alta afinidade (CORREIA & COELHO, 1995; KENNEDY, 1995).

Para que se entenda melhor a diversidade de fung¢des bioldgicas das
lectinas € necessario o conhecimento sobre quais os tipos de interagdes que
estas moléculas apresentam com as outras. Neste sentido, as definicbes a
respeito das lectinas sdo debatidas pelos estudiosos em relagdo ao numero
minimo de sitios ligantes a carboidratos por molécula de lectina. Quiocho,
1986, refere-se a hidrofobicidade como sendo a principal for¢ca de interagao de
lectinas aos carboidratos, e com outras moléculas (proteinas), através dos
chamados sitios hidrofébicos (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983; KELLA et al.,
1984; ROBERTS et al., 1986; BARONDES, 1988), porém, sabe-se que 0s
principais tipos de interagdes das lectinas com os carboidratos sao pontes de
hidrogénio, Van der Waals e interagdes idbnicas (KENNEDY et al., 1994), o sitio
hidrofébico, € um sitio adicional, o qual tem sido descrito como importante por
ligarem fitohorménios, citocinas, as quais modulam sua atividade
hemaglutinante (Figura 2) e sua interagdo com carboidratos (SHARON & LIS,
1989; SHARON & LIS, 1990).

Carboidrato de

membrana celular
Lectina

Eritrocito

Figura 2. Rede de hemaglutinagao mediada por lectinas. PIMENTEL, 2006.



Devido a propriedade das lectinas ligarem carboidratos, tais moléculas,
sdo hoje alvo de pesquisas nas mais diversas areas da biologia e médica, pois
os carboidratos sdo moléculas que mediam a comunicagéo biolégica, como por
exemplo na proliferacao e diferenciacao celular e interacao célula-célula, a qual
sdo importantes eventos em fendbmenos fisioldgicos e patoldgicos (SHARON &
LIS, 1993; VARKI, 1993). As lectinas s&o consideradas moléculas que
reconhecem e decifram as informagdes contidas dos oligossacarideos da
superficie celular (RINI, 1995).

Lectinas de leguminosas sdo uma familia de proteinas encontradas
principalmente em sementes (MOREIRA et al., 1991; CAVADA et al., 1998;
LORIS et al., 1998). Estas glicoproteinas tém sido consideradas uma
importante ferramenta em pesquisas biomédicas (RUDIGER, 1998). Um
importante mecanismo biolégico observado na aplicagéo das lectinas € o uso
destas para explorar a superficie celular através da por¢cao que se liga a
carboidratos de glicoproteinas ou glicolipidios projetados pela membrana
celular (CUATRECASAS & TELL, 1973; CLARCK, 1991). Neste sentido, ha
grande interesse no estudo dessas biomoléculas a fim de produzir
medicamentos-inteligentes, que atuam em células especificas do organismo,
evitando os efeitos colaterais que sao tdo comuns nos medicamentos
tradicionais (CLARCK et al., 2000), sobretudo para o tratamento de neoplasias.
Acredita-se que em animais as lectinas participam do mecanismo de
endocitose (RUDGER et al., 2000), transporte intracelular de glicoproteinas
(MECKLENBURG et al., 2002), apoptose (BARBOSA et al., 2001), defesa
contra microrganismos, e na regulagdo da migracdo e adesdo celular
(BELTRAO et al., 1998), outras lectinas aglutinam preferencialmente células
malignas (WANG et al., 2000) de modo que tem sido investigado o seu
envolvimento em metastase (BELTRAO et al., 1998).

Podem-se citar ainda inumeros e distintos estudos realizados com
lectinas, no sentido de visualizar o potencial da aplicabilidade biolégica destas
moléculas.

Maciel e colaboradores (2004) demonstraram que a lectina extraida da
Cratylia mollis (Cramoll) apresenta atividade mitogénica em linfocitos humanos,
esta atividade é observada em distintos graus entre diferentes lectinas como,

Concanavalina A (Con A), Cramoll 1, Cramoll 1,4 e Phaseolus vulgaris (PHA).



Esta distingao é possivelmente devido a diferenca na especificidade ao agucar,
0 qual esta envolvido em processos de ligacdao a receptores de superficie
celular (HSU & REE, 1983). As lectinas foram utilizadas em histoquimica de
granulomas hepaticos provenientes de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni, onde a lectina PNA marcou apenas as células dos
grupos controle, sugerindo, neste estudo, uma correlagdo dos resultados
encontrados no numero de granulomas hepaticos entre os grupos tratados e
controle com o perfil de glicosilagéo deste sistema (ovo-granuloma) em animais
tratados com o polissacarideo extraido do liquen Ramalina celastri (Araujo,
2004). Uma outra aplicagdo das lectinas é sua utilizagdo para sistema de
dosagem de glicose in vivo (PICKUP et al., 2005).

O laboratério de Biologia Molecular (BioMol-Lab), do departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Ceara, em colaboragdo com outros
laboratorios nacionais e internacionais, desde 1997, tem contribuido fortemente
para a pesquisa com as lectinas, podem-se destacar algumas areas como:
atividades bioldégicas de proteinas, caracterizagao estrutural de proteinas com
atividade bioldgica, purificacao de proteinas, dentre outras
(http://www.ufc.br/biomol). Como exemplo de atividades desenvolvidas no
BioMol-Lab, podemos citar a purificacdo e caracterizacdo parcial da lectina
glicose-manose especifica extraida de sementes de Cymbosema roseum
(CAVADA et al., 2006). Um outro estudo muito interessante desenvolvido no
grupo € a ativacao de cultura de macréfagos, os quais liberam mediadores
quimicos. Este estudo foi realizado com a lectina da leguminosa Vatairea
macrocarpa (ALENCAR et al., 2007).

Cavada et al., 2003 observaram que, lectinas de Canavalia brasiliensis,
Dioclea virgata, Dioclea rostrata e Cratylia floribunda, todas especificas glicose-
manose, estimularam a fosforilagdo do receptor de insulina in vitro da
membrana de figado de rato, de maneira dose-dependente, as lectinas de C.
brasiliensis e D. rostrata apresentaram este efeito em uma concentragao de
4ug/ml, este efeito foi diminuido em concentracbes mais elevadas. Ja as
lectinas D. virgata e C. floribunda apresentaram um menor potencial e
eficiéncia e este efeito s6 foi obtido em altas concentragdes (400ug/ml). Esta
atividade ja havia sido observada por KATZEN et al., 1981; ROTH et al., 1983 e

SHIBA et al., 1990, com a lectina Con A extraida da semente de Canavalia



ensiformis, a qual se liga a glicoproteinas de superficie celular com alta
especificidade por glicose e mano-piranose, esta lectina apresenta-se como
fator estimulador da fosforilagdo de receptor de insulina de células sistémicas
livres, este efeito foi obtido com concentragdes de 40ug/ml, e foi similar na
eficiéncia aos efeitos obtidos com a C. brasiliensis e D. rostrata.

Outros trabalhos do grupo BioMol-lab vém mostrando a efetividade das
lectinas em processos inflamatérios. A lectina presente em sementes Vatairea
macrocarpa (Vmac) apresentou efeito pro-inflamatorio frente ao modelo de
edema de pata em ratos, onde foi observada uma significante infiltragdo
leucocitaria (FREIRE et al., 2003; ALENCAR et al., 2004). Uma outra lectina
que apresentou atividade sobre a migragao neutrofilica in vitro e in vivo foi a
PAL, uma lectina especifica para glicose/manose isolada de sementes da
Pisum arvense e este mesmo efeito, porém, apenas in vivo foi observado com
a lectina extraida de Arum maculatum (AMA) (ALENCAR et al., 2005). Este
efeito bioldgico, trafico de leucdcitos para o sitio inflamatério, € um importante
evento para a efetiva resposta do hospedeiro frente a infeccdo (SHARON &
LIS, 1989). Este mecanismo é bastante interessante e envolve interagbes entre
células endoteliais e neutrdéfilos por adesédo e reconhecimento entre lectinas e
moléculas de adesdo expressas na superficie das células supracitadas. Outras
lectinas liberam citocinas in vitro (ASSREUY et al., 2003), produzem oxido
nitrico por células mononucleares de sangue periférico humano (ANDRADE et
al., 1999) e apoptose em linfocitos (BARBOSA et al., 2001).

Um outro modelo biolégico de observagdo da atividade bioldgica das
lectinas € a cicatrizagdo cutédnea experimental, como observado em algumas
lectinas, dentre elas, merecem destaque aquelas pertencentes a divisao
Angiospermae, familia Leguminosae, como a Cratylia mollis, Parkia pendula,
Canavalia ensiformis, Dioclea violacea e Canavalia brasiliensis (MELO et al.,
2006; SCHIRATO, 2006; PORTO et al., 2006).

Lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr)
Para que o estudo das atividades bioldégicas com determinada lectina

possa ser iniciado, se faz necessario sua purificacdo a partir de um extrato

bruto, a cromatografia de afinidade (BARAUNA et al., 2006) ocupa uma



posicao impar na tecnologia de separacao de proteinas e, de acordo com a
especificidade da lectina, tém sido escolhidas diferentes matrizes de afinidade
comercialmente disponiveis. Lectinas especificas para glicose-manose, como
a Canavalia brasiliensis (ConBr), podem usar como matrizes de afinidade
Sephadex (polimero de dextrana), com diferentes limites de exclusao
(CORREIA & COELHO, 1995; CAVADA et al., 1998).

A lectina de C. brasiliensis (Figura 3) foi isolada de sementes de (Figura
3) planta leguminosa autoctone brasileira, pertencente a subfamilia Diocleinae
(BARBOSA et al.,, 2001). Esta € uma lectina com afinidade de ligagcao
glicose/manose, que tem 99% da sequéncia de aminoacidos idénticas a Con A
(CAVADA et al., 1993). Sua atividade biolégica tem sido investigada, em
diferentes modelos experimentais como a atividade cicatrizante em
camundongos (SCHIRATO et al., 2004), efeito protetor in vivo contra infecgéo
pela Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c, onde a ConBr
administrada in vivo reduziu as lesdes nestes animais (BARRAL-NETTO et al.,
1992), estimulacéo linfocitaria em humanos (BARRAL-NETTO et al., 1992),
estimulacédo da produgcdo de macréfagos e linfécitos em administragdes
intraperitonais em camundongos C3H/HeJ (RODRIGUEZ et al., 1992), além da
indugdo da produgdo de histamina (GOMES et al., 1994) e 6xido nitrico
(ANDRADE et al., 1999). A ConBr estimula linfécitos induzindo altas respostas
proliferativas de linfocitos e producdo de INF-y, o uso dessas substancias
naturais in vivo resulta em estimulagao linfocitica, e pode mediar importantes
fungdes, como prevencado do desenvolvimento de tumores malignos (NEWELL
et al., 1991).

A estrutura da ConBr obtida apds cristalizagao(Figura 4) foi estudada e
comparada com a lectina Con A, a estrutura da ConBr foi elucidada por
cristalizagao a partir de informacgdes prévias da estrutura da Com A, verificou-
se que apesar da sequéncia de aminoacidos similares entre essas duas
lectinas, a ConBr exerce efeitos biolégicos celulares in vitro e in vivo, bastante
diferente da Con A, como por exemplo o modelo biolégico de edema de pata
em ratos (BENTO et al, 1993), e na estimulagao de linfécitos humanos in vitro
(BARRAL-NETTO et al., 1992). Sugere-se que essas propriedades bioldgicas
distintas devam-se as diferengas na conformacao quaternaria destas lectinas



de leguminosas, como também comparando a distancia entre o ion metal e o
sitio ligador de carboidratos nas duas lectinas supracitadas e as diferengas na
presenca de pontes de hidrogénio e interagdes de van der Waals que formam
os dimeros e tetrAmeros que também sao diferentes quando se compara a
ConBr e Con A (SANZ-APARICIO et al., 1997), fato que pode explicar uma
especificidade diferente ao carboidrato, por parte de cada uma destas lectinas.

A integridade da estrutura da lectinas esta intimamente ligada a sua
atividade bioldgica, isto foi bastante nitido no estudo realizado por Barauna et
al., 2006, que demonstrou a acdo da administracdo da lectina ConBr no teste
de natacao forcada em camundongos, o qual € um modelo para o estudo de
atividade anti-depressiva. Os resultados encontrados pelos estudiosos revelam
que a ConBr exerce um especifico efeito anti-depressivo na natacéo forgcada, e
que potencializa a acao da fluoxetina, quando administradas em baixas doses
(1-10 pg/site, i.c.v.), entretanto este efeito foi dependente da integridade
estrutural da lectina, ou seja, quando desnaturada por altas temperaturas o
efeito bioldgico foi bloqueado.

Ha na literatura evidéncias farmacolégicas pré-liminares que algumas
lectinas especificas para glicose-manose, como as extraidas de Cratylia mollis,
Parkia pendula, Canavalia ensiformis, Dioclea violacea e Canavalia brasiliensis
atuem como provaveis biomateriais potencializando a resposta imune do
animal frente ao processo de cicatrizacdo cutanea (PORTO et al., 2006;
SCHIRATO, 2006). Ha relatos que substancias de origem natural poderiam
constituir materiais alternativos para o tratamento local das lesdes (SILVA,
2000). Segundo Spector (2001), na reabilitagdo de lesdes pode-se utilizar os
biomateriais, os quais sdo definidos como qualquer molécula que tenha a
capacidade de interagir com o sistema biolégico sem induzirem uma resposta

adversa no hospedeiro.



Figura 3. Planta e sementes Figura 4. Estrutura

de Canavalia brasiliensis. Molecular da ConBr
(www.fao.org/.../pictures/canbras/c (plab.ku.dk/tcbh/ConBr.jpg)
anbras5.jpg)

CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € uma série de eventos que se sobrepdem e é iniciado
logo apds o ferimento (CLARK,1996). O processo cicatricial envolve uma
complexa sequéncia de eventos celulares e bioquimicos com o objetivo de
restaurar a integridade tecidual apos o trauma (SCHIRATO et al., 2006). Deve-
se ressaltar a existéncia de uma diferengca entre regeneragdo tecidual e
cicatrizacdo. A primeira, regeneragao tecidual, envolve a reconstituicdo dos
componentes teciduais de forma idéntica aqueles destruidos; a cicatrizagao,
pelo contrario, € uma resposta fibroproliferativa, na qual os anexos epidérmicos
nao se regeneram e mantém uma cicatriz de tecido conjuntivo em lugar da rede
mecanicamente eficiente de colageno na derme néao ferida. Porém, em feridas
muito superficiais, o epitélio é reconstituido e pode haver pouca formagao
cicatricial (ROBBINS & COTRAN, 2005). As lesbes cutaneas normalmente

cicatrizam de uma maneira ordenada e eficiente, sendo este processo



didaticamente dividido nas seguintes fases: hemostasia, fase inflamatdria, fase
proliferativa ou de granulacdo e de remodelagdo da matriz extracelular ou
maturagéo (Figura 5) (SINGER & CLARK, 1999; CLARK, 2001; DIEGELMANN
& EVANS, 2004; BRANSKI et al., 2005; SHIMIZU, 2005; KUROKAWA et al.,
2006; LAURENS et al., 2006).

A transicéo entre essas fases é bastante sutil, uma vez que as mesmas
se sobrepdem e esta categorizagao didatica é de certa forma arbitraria.

A reparacado do tecido apds uma injuria depende da sintese de uma
matriz extracelular fibrosa, para haver a substituicdo do tecido lesado. A
participacdo da matriz extracelular (MEC) no reparo tecidual ocorre regulando o
comportamento de uma variedade de tipos celulares, que removem o tecido

lesado ordenadamente para a reconstru¢do do tecido (MIDWOOD, 2004).
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Figura 5. Etapas do processo cicatricial de lesbes cutaneas. Fonte: Experts
Reviews in Molecular Medicine ©, 2003. Cambridge University Press.



As fases da inflamagao aguda, repitelizagcao e contracdo dependem da
interacado célula-MEC e contribui para minimizar infecgdes e promover um
rapido fechamento da ferida (MIDWOOD, 2004).

A falha na cicatrizagao representa uma significante causa de morbidade
e mortalidade para uma grande parte da populagcdo (MENKE et al., 2007), isto
ocorre por variados fatores (KIRSNER, 2007), ou seja, o diagndstico diferencial
para a etiologia de um erro na cicatrizag&o € larga (Tabela 1), porém cerca de
70% é causada por isquemia, diabetes melitus secundaria e presséao (ulcera de
pressdo) (NWOMEH et al., 1998).

Tabela 1. Diagnéstico diferencial da ferida crbénica, segundo MENKE et al.,
2007.

SISTEMA DOENCA

Vascular/Arterial Aterosclerose, ma formagao
arteriovenosa

Linfatico Linfedema

Vasculitis Ldpus eritematoso, artrite reumatoide

Neuropatias Diabetes, neuropatia periférica

Hematoldgica Policitemia rubra vera, anemia
falciforme

Traumatica Queimaduras, radiacdo

Neoplasico Carcinoma basal, melanoma,

carcinoma de célula escamosa

A fase de remodelacéo tecidual € a ultima e mais long a do processo
cicatricial, nesse periodo ha uma reorganizagcdo do colageno sintetizado e
formagao da cicatriz (MISSIAEN et al., 2000), as metaloproteinases-2 e 9 séao
as duas proteases gelatinoliticas mais atuantes no processo cicatricial
(KAHARI & SAARIALHO-KERE, 1997; ARMSTRONG & JUDE, 2002).
Gradativamente, os feixes de fibras colagenas tornam-se mais espessos
resultando em uma configuracdo mais regular, a qual esta diretamente
relacionada as forgcas mecanicas as quais o tecido estd sujeito durante a
atividade normal. Em resultado ao processo de remodelacio, a lesao torna-se
mais resistente apds o colageno ter sofrido maturagdo. O tipo de colageno

secretado inicialmente, na fase proliferativa, € a do tipo Ill o qual € substituido
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por colageno do tipo |, por degradacado proteolitica posterior (STEVENS &
LOWE, 1996), resultando, assim, no aumento da resisténcia da cicatriz.

As colagenases sédo pecas-chave da MEC porque s&o as unicas com
habilidade em iniciar a degradagao do colageno. Sao crescentes as evidéncias
que sugerem que estas enzimas apresentam um papel na pato-fisiologia de
feridas crénicas (GRINNELL & ZHU, 1996), ao contrario dos achados das
feridas agudas, que apresentam um equilibrio entre as MMPs e seus inibidores
(Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das feridas de fase aguda X crénica, MENKE et al.,
2007.

Aguda Crbnica
Alta atividade mitogénica Baixa atividade mitogénica
Fibroblastos normais Fibroblastos com senescéncia
prematura
Equilibrio entre MMPs/TIMPs Excesso de MMPs
Deposi¢cao da MEC Degradacao da MEC
Tempo de cicatrizagdo normal Tempo de cicatrizagao alterado

METALOPROTEINASES- enzimas que remodelam o colageno

As metaloproteinases (MMPs) pertencem a uma familia de
endopeptidases metal dependentes que representam a maior classe de
enzimas responsaveis pela degradagdo dos componentes da matriz
extracelular (MEC). Conjuntamente, as MMPs séo capazes de degradar todas
as proteinas da MEC (FORTUNA et al., 2007). Podem-se classificar as MMPs
em: colagenases (MMP-1, 8 e 13), gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas
(MMP-3, 7 e 10), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo membrana (MMP-14,
15, 16, 17 e 24) e outras MMPs, que sao classificadas de acordo com sua
estrutura e especificidade ao substrato (VISSE & NAGASE, 2003).

A atividade destas enzimas é controlada, principalmente, através de

inibidores protéicos teciduais denominados TIMPs, as MMPs e seus inibidores
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determinam a arquitetura da MEC (LEE & MURPHY, 2004; CHEN et al., 2007).
Os quatro TIMPs até hoje identificados podem inibir todas as MMPs, porém
com diferentes graus de inibigdo, por exemplo, o TIMP-2 é particularmente um
inibidor efetivo para a MMP-2 e MMP-14, enquanto que o TIMP-1 inibe
preferencialmente a MMP-9 (GILLARD et al., 2004).

Na cicatrizagdo normal, todas as MMPs podem ser inibidas,
especialmente, pelos TIMPs, porém em feridas crénicas, as MMPs nao estao
devidamente reguladas, pois ha uma igual concentragdo de inibidores e de
proteases (YAGER et al.,, 1996). Em feridas crénicas, como por exemplo, as
presentes na neuropatia diabética e periodontite cronica, a grande atividade
neutrofilica leva a uma extensa liberacdo de MMPs, especialmente MMP-8 e
elastase, as quais sé&o proteases envolvidas na degradagdo do tecido de
granulagdo, e quando nao sao reguladas levam a extensa degradacado da
MEC (HYNES, 2002; LOBMANN et al., 2002).

A atividade das MMPs pode ser controlada por outras MMPs (Figura 6).
Quanto a expressao das MMPs, estas podem ser controladas por moléculas
enddégenas como citocinas inflamatdrias ou fatores de crescimento (SOUZA &
LINE, 2002).

MMP15, -16, - MMP] h
\\ /'/ \\. MMP26
MMP25—+ MMP2 . I\IMPQ
/ W{PS I
:
MMP17

b

MMP14 — MM

Figura 6. Controle da atividade das metaloproteinases. TRUDE et al., 2003
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GELATINASES- Caracteristicas e funcdes das MMP-2 e MMP-9

A gelatinase A (MMP-2) e a gelatinase B (MMP-9) sdo constitutivamente
e induzivelmente, respectivamente, sintetizadas pelas células endoteliais no
processo inflamatério (OPDENAKKER et al., 1991). Algumas caracteristicas
das gelatinases s&do importantes de ser relatadas, para que se entenda a
biologia destas enzimas em um contexto integrado. A MMP-2 apresenta uma
peso molecular de 72 kD (forma latente) e 66kD, 62 kD (forma ativa), esta
enzima pode ser ativada pela MT1-MMP, colageno tipo |, lipopolissacarideos,
fatores de crescimento de hepatécitos, trombina e proteina C ativada e, sua
forma latente é ligada ao TIMP-2, enquanto que a MMP-9 apresenta um peso
molecular de 92 kD (forma latente) e 86 kD, 67kD (forma ativa), € ativada por
serina proteases e esta ligada ao TIMP-1 na sua forma latente. (GILLARD et
al., 2004; GOMEZ et al., 1995; NGUYEN et al., 2001).

O trabalho de Gémez e colaboradores (1995) demonstrou a capacidade
da lectina Ulex europaeus (UEA 1), a qual liga-se a residuos de a-fucose da
superficie de membrana de células endoteliais, em ativar a forma latente da
MMP-2, de uma maneira dose-dependente. Foram testadas doses entre 2-
100ug/ml, porém esta acédo lectinica foi bloqueada por L-fucose, o qual
compete pelos sitios ligantes a a-fucose da superficie da membrana.

Um outro trabalho que envolve a interagcdo MMP e Lectinas foi realizado
por Dubois e colaboradores (1998), que demonstrou a capacidade da lectina
Con A em induzir a produ¢ado de MMP-9 provenientes de linfocitos in vitro. S&o
interessantes outros estudos que investiguem o envolvimento de outras
lectinas na expressao e/ou atividade das MMPs.

Recentes achados tem demonstrado que as MMPs, particularmente as
gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), apresentam um papel central durante a
angiogénese. A invasao de células endoteliais € um evento essencial durante a
angiogénese, este processo envolve a degradacdo da base das membranas.
Neste caso pode-se perceber que estas MMPs podem esta envolvidas nos
casos da angiogénese fisiologica, como exemplo a reparagdo tecidual,
desenvolvimento placentario, e na angiogénese patolégica, como no
desenvolvimento de tumores sélidos (FOLKMAN, 1995; NGUYEN et al., 2001).
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As MMP-2 e MMP-9 e a MMP-14 estao envolvidas em varios aspectos
do desenvolvimento tecidual, manutencao e cicatrizagao (FU et al., 2005). As
MMP-2 e 9, clivam principalmente o colageno tipo IV, entretanto possuem a
habilidade de degradar outros componentes da MEC.

A MMP-2 é a principal metaloproteinases produzida por fibroblastos da
pele, e estda envolvida em processos patologicos como lesdes de pele
cancerosas ou pré-cancerosas apos exposi¢cao a radiacdo UV (KOIVUKANGAS
et al., 1994).

Tanto a MMP-2 como a MMP-9 possuem um papel nas diferentes fases
(idade) da pele (KOIVUKANGAS et al., 1994), desenvolvimento tumoral
(RIUKEN et al.,, 2005; JINGA et al., 2006), bem como em outras lesdes

cutédneas como a psoriases e dermatites (SUOMELA et al., 2001).
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

Investigar a atividade e expressdo das metaloproteinases (MMP-2 e 9)

envolvidas no mecanismo de agao cicatricial da lectina Canavalia brasiliensis

(ConBr) em lesGes cutdneas em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Tratar as lesbes cirurgicas experimentais nos camundongos e trata-las
por via de administragao tépica, em diferentes esquemas terapéuticos,
com solugdes contendo a lectina ConBr, NaCl 150 mM, Lectina ConBr +

manose € manose.

Avaliar a atividade enzimatica das metaloproteinases em lesdes tratadas
por administracdo topica de ConBr, NaCl 150 mM, Lectina ConBr +

manose € manose.

Obter o perfil das MMP-2 e MMP-9 através de eletroforese, nas biopsias
das feridas dos diferentes grupos estudados.

Quantificar a expressédo de mRNA das MMPs -2 e MMP-9, nas bidpsias

das feridas dos diferentes grupos estudados.
Correlacionar o padrdo histopatolégico das lesbes tratadas com a

lectina ConBr, NaCl 150 mM, ConBr+manose e manose, com o perfil da

atividade colagenolitica.

25



ARTIGO SUBMETIDO AO JORNAL BRASILEIRO DE PATOLOGIA E
MEDICINA LABORATORIAL

CAPITULO I: METALOPROTEINASES: ASPECTOS FISIO-PATOLOGICOS E

SUA IMPORTANCIA NA CICATRIZACAO

O R N A L B R A

J 5 L E IR O D} E
%%I

26



Artigo de atualizagcéo

METALOPROTEINASES: ASPECTOS FISIO-PATOLOGICOS E SUA

IMPORTANCIA NA CICATRIZACAO

Metalloproteinases: physio-pathological aspects and its importance in the

wound healing

Rosangela Vidal de Souza Araujo’
Flavio Oliveira Silva®
Mario Ribeiro Melo Junior®

Ana Lucia Figueiredo Porto*

'"Mestre em Bioquimica, Associagdo Caruaruense de Ensino Superior
(ASCES), PE, Brasil;

“Mestre em Medicina Veterinaria, Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), PE, Brasil;

3Doutor em Ciéncias Bioldgicas, Associagdo Caruaruense de Ensino Superior
(ASCES), PE, Brasil;

*Doutora em Engenharia Quimica, Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

27



RESUMO

O papel biolégico das metaloproteinases (MMPs), assim como sua
variedade estrutural e 0 mecanismo de inibicdo destas enzimas foram descritas
neste trabalho. As metaloproteinases sdo enzimas que digerem proteinas da
matriz extracelular que apresentam funcbes importantes em diversos
processos biolégicos como, morfogénese, e em todos os estagios da
cicatrizagao: reparagao tecidual e remodelagdo em resposta a injuria, porém
quando nao devidamente controladas, ou seja, quando nao sao inibidas estao
envolvidas na progressao de algumas doengas como ateroma, artrite, cancer e
esclerose multipla. Neste sentido, pode-se perceber que é necessario haver um
controle entre a atividade enzimatica e a sua inibicao, pois o descontrole destas
etapas pode culminar com o aparecimento ou progressdo de determinadas
enfermidades, sendo assim a investigacdo da atividade e/ou expressdo das
MMPs de grande interesse em estudos sobre os processos fisio-patologicos, e
estes estudos ja vem sendo desenvolvidos a algum tempo, no campo de

pesquisas clinicas e experimentais.

Unitermos: Matriz extracelular, matriz metaloproteinases, colagenases,

cicatrizacao
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Metaloproteinases - Conceitos e Estrutura Molecular

O primeiro relato sobre as metaloproteinases foi publicado por Jerome

(23)

Gross e Charles Lapiere (1962), eles encontraram uma enzima que

degradava colageno tipo |, ativa em culturas de pele, a qual degradou o
colageno tipo 17,

As metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) sdo uma familia de
endopeptidases Zn**-dependente, que promovem a degradacdo da matriz
extracelular, podendo também ser chamadas de matrixinas. Todos os membros
desta familia sdo secretados como proenzimas, e para ser ativadas precisam

ser clivadas na regido do propeptideo®”

. Estas enzimas sao liberadas por
neutréfilos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos e, além disso, também sao
secretadas pelas células tumorais em resposta a uma variedade de
estimulos'’% 49,

A familia de MMP inclui cerca de 25 proteinas as quais podem ser
divididas em: colagenases (MMP-1, 8 e 13), gelatinases (MMP-2 e 9),
estromelisinas (MMP-3, 7 e 10), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo
membrana (MMP-14, 15, 16, 17 e 24) e outras MMPs®®, que s&o classificadas
pela especificidade ao substrato e, principalmente, de acordo a sua estrutura,
como ilustra a Figura 1. Algumas metaloproteinases e seus respectivos
substratos estéo listados na Tabela 1.

Para que a enzima apresente a atividade colagenolitica, € necessario
uma mudanga conformacional na estrutura do colageno, ou seja, as fibras tem

que apresentar uma orientagdo especifica, para que a tripla hélice seja

desenovelada e posteriormente clivada para que possa encaixar no sitio
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catalitico da enzima que é estreito para acomodar a estrutura em tripla hélice

do colageno?.

Quando a atividade das MMPs n&o é devidamente controlada, pode
acarretar uma disfuncdo organica, e esta atividade deve ser controlada por
moléculas chamadas de inibidores enddégenos de MMPs, que sdo a a-2-
macroglobulina, inibidor de protease néo-especifico e um inibidor tecidual de
MMPs mais especifico (TIMPs), estes sédo representados pelos TIMP-1 a TIMP-
4, sao macromoléculas protéicas multifuncionais com capacidade de promover
o crescimento celular, como também inibir a atividade das MMPs®?. O TIMP-2,
por exemplo, demonstra grande afinidade por MMP-2, esta interagdo MMP-

2/TIMP-2 é observada na figura 28 32),

Diversidade biol6gica e funcional das metaloproteinases

Diversos processos biolégicos ocorrem com a participagdo das

(74)

metaloproteinases como determinacdo da arquitetura da matriz

(33) (10)

extracelular™’, desenvolvimento embrionario' ™, implantacdo do blastocisto,

morfogénese dos orgaos, desenvolvimento do sistema nervoso, ovulagéo,

44)

dilatacdo cervical, regressdo uterina pds-parto’ desenvolvimento e

remodelacdo do tecido oral®", cicatrizacdo®”), angiogénese®", apoptose*?).

A expressdo das MMPs pode acontecer em resposta a estimulos
especificos por células residentes do tecido conjuntivo, bem como pelas
principais células inflamatorias que invadem o tecido nos eventos envolvidos na

remodelacdo tecidual. Esta expressdao € controlada através de citocinas

inflamatorias e fatores de crescimento®?.
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A participagdo das MMPs em diversos eventos biologicos deve-se ao
fato de que elas podem influenciar potencialmente o comportamento celular
através de algumas agdes como: clivagem de proteinas que fazem a adeséao
célula-célula, pela liberacdo de moléculas bioativas na superficie celular ou por
clivagem de moléculas presentes na superficie celular, as quais transmitem
sinais do ambiente extracelular. Um exemplo destas agdes citadas acima foi
discutido por Lochter e colaboradores® (1997), bem como Noe e
colaboradores*® (2001), os quais demonstram que MMP-3 e MMP-7 ambas
clivam a proteina de aderéncia caderina-E, molécula presente sobre a
superficie das células onde, esta proteina desempenha um importante papel no
mecanismo de adesdo celular, mediando a interacdo célula-célula e célula-
MEC, mantendo a integridade do tecido epitelial(63). Evidéncias indicam que a
perda da funcdo da caderina-E esta relacionada com o processo de
diferenciacdo e metastase no carcinoma de mama e do esofago®” *V. O que
pode ser claramente notado € que as clivagens realizadas pelas MMPs
apresentam uma funcgao central sobre o equilibrio funcional do organismo, pois
como pode ser observado as MMPs em determinadas situacdes alteram as

funcdes normais de moléculas e células.
Acdbes das metaloproteinases nos processos patoldgicos gerais

As MMPs e seus inibidores sao constitutivamente expressos e sao
componentes chave na rota para a modulacdo da MEC normal e seus

distirbios de constituicao®®. A alteracdo desta dinamica pode ser um fator

critico no desenvolvimento de algumas doengas, como por exemplo, diabetes,
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formacgao da aterosclerose no sistema macrovascular e também complicagoes
microvasculares®® ¢ Neste sentido, a funcionalidade dos inibidores de MMPs
tem que ser perfeita, pois alguns estudos tem demonstrado que a auséncia de
inibidores leva a complicagbdes organicas. Pesquisas realizadas com animais
demonstraram que, a auséncia de TIMP-3 causou danos alveolares, ou seja,
enfisema pulmonar®® e apoptose mais rapida em células epiteliais mamarias,
indicando uma fungao importante deste inibidor in vivo!',

Alguns dos principais sistemas organicos que sofrem as agdes das MMPs no

desenvolvimento de doencgas sao descritos a seqguir:

Sistema pulmonar

O envolvimento das MMPs no sistema pulmonar é verificado com as
MMP-1, 2, 3 e 9, as quais s&o produzidas por células vasculares do musculo
liso e por uma variedade de células, incluindo células endoteliais, macréfagos,
fibroblastos e células epiteliais alveolares, potencialmente afetando a

@7)  Neste contexto, tem sido proposto que as MMPs

circulacdo pulmonar
possuem um papel importante na remodelagao vascular pulmonar e também
tem sido implicados no surgimento de hipoxia de hipertensdo pulmonar crénica

em modelos experimentais!'®.

Estudos recentes sugerem que MMPs estdo envolvidas no
desenvolvimento de hipertensao pulmonar aguda associada a condigdbes como
0 embolismo pulmonar(18). Por exemplo, a ativacdo das MMPs (especialmente
MMP-2 e 9) que causa fragmentagcdo da camada elastica interna, que é uma

(27, 65)

caracteristica da hipertensdo pulmonar Portanto, é possivel que a
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geracao de MMP-2 e 9, na situagado citada acima, pode potencializar a
vasoconstricdo pulmonar durante o embolismo agudo, como também
demonstrado pelos estudos que relacionam o sistema endotelial na

patofisiologia da hipertens&o pulmonar resultante da embolia®* 2.

Sistema gastro-intestinal

Tratando-se de desordens da mucosa intestinal, existem fortes
evidéncias de que as MMPs sdo as principais proteinases participantes de
alguns eventos, como em doengas inflamatodrias intestinais e ulcera péptica,
estudos indicam que a MMP-9 apresenta-se em niveis satisfatorio, em culturas

de células epiteliais de adultos normais e elevadas em quadros inflamatorios®.

Outros experimentos envolvendo o sistema gastrintestinal demonstram
que MMP-1, 7 e 10 sdo expressas através de migragao de enterocitos de
Ulceras intestinais de espécimes cirurgicas provenientes de pacientes com
colite isquémica® 4. A expressao destas MMPs foi observada em culturas de
células de linhagem intestinal e é regulada por citocinas como fator de necrose

tumoral alfa (a-TNF), interleucina-1 beta (IL-1B) e fator beta de crescimento

transformante (FCTp). Estes resultados indicam que principalmente as MMP-1,

7 e 10 estdo envolvidas na homeostase intestinal .

Sistema nervoso

Um outro alvo de pesquisas com as MMPs é o sistema nervoso central
(SNC), inclusive recentemente com pesquisas sobre esclerose multipla e

outras doencas neuroldgicas’®, como encefalomielite autoimune®. Um
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trabalho recente de Yong e colaboradores!" (2007), investigou o papel destas
enzimas na esclerose multipla. O que se sabe atualmente € que um adulto
normal contém baixos niveis de MMPs, porém varias metaloproteinases nao
estdo corretamente reguladas em varias desordens neuroldgicas do sistema
nervoso central, em particular, a MMP-9, 7 e 2 tem se mostrado alteradas na
esclerose multipla em varios estudos® ™. O nivel elevado de MMPs no SNC é
resultado do aumento da expressao por células neuronais, e por leucdcitos que
infitram o SNC sobre qualquer injuria. Esta regulagao errbnea pode levar a
sérios danos como a promoc¢ao de inflamacgao, rompimento da barreira hemato-

encefalica, desmielinizac&o e toxicidade de axonios e neurdnios!™.

No entanto, assim como em outras situacbes, as MMPs em niveis
normais sao benéficas ao SNC, sobre esta fungdo ambigua destas moléculas
se busca o controle na utilizacdo de inibidores destas enzimas em
determinadas enfermidades, devendo-se ponderar para a necessidade do uso
destes inibidores investigando-se cada situagcdo e se a expressao destas

enzimas esta realmente sendo prejudicial.

Sistema cardiaco

O desenvolvimento de deficiéncias cardiacas €& acompanhado por
remodelacdo dos tecidos ventriculares apés o dano, um processo no qual as
MMPs desempenham um papel essencial na remodelagdo do colageno da
MEC cardiaca!'® '®. Resultados recentes demonstraram que pacientes com
infarto agudo do miocardio apresentaram niveis elevados de MMP-9%®. Estes
valores elevados da MMP-9 tém sido considerados como progndstico valioso

de tempo de vida em pacientes com infarto agudo do miocardio®.
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A maioria das placas ateroscleréticas aodrticas estdo associadas a um
infiltrado inflamatoério linfo-plasmocitario. O envolvimento desta condicéo
inflamatoria com a formacgao de ateromas resulta no aumento da expressao de
metaloproteinases, onde principalmente a MMP-9 tem atividade predominante
na mobilizagcdo dos macrofagos teciduais®. Dados experimentais
demonstraram que estimulacdo inflamatéria, como a que ocorre através das
citocinas como a interleucinas-1p3, interleucina-6, a-TNF e espécies oxigénio-
reativas aumentam a expressdo de MMP-9 e ativam fibroblastos cardiacos®?.
Estas citocinas pro-inflamatérias, bem como o estresse oxidativo, estao
aumentados em pacientes com deficiéncia cardiaca, fatores estes que

contribuem para as mudangas nos niveis séricos de MMP-9Y,

A acdo das metaloproteinases na cicatrizacao

O processo cicatricial envolve uma complexa sequéncia de eventos
celulares e bioquimicos com o objetivo de restaurar a integridade tecidual apos
o trauma®®. Dentre os eventos bioquimicos estao varias rotas enzimaticas, que
sao ativadas durante a reparacdo tecidual, estas enzimas incluem as
metaloproteinases(zg). Uma ma regulagdo neste processo pode induzir a
formagado de cicatriz exagerada, como observada nas queldides e cicatrizes
hipertréficas, as quais levam aos prejuizos funcionais e psicosociais nestes
pacientes®.

Em nosso laboratério, o tema cicatrizagdo vem sendo estudado, tanto no
campo da pesquisa dos mediadores quimicos que interferem na cicatrizacao,

como também pesquisas experimentais envolvendo novas possibilidades
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terapéuticas, como por exemplo, lectinas extraidas de semente de Canavalia
brasiliensis®®, e polissacarideos biologicamente ativos extraidos da goma do

(0. 55 42)  tem sido testados como produto

cajueiro Anacardium occidentale
terapéutico em feridas experimentais, e as proprias MMPs tem sido alvos de
investigagcdes sobre seu papel em processos cicatriciais, e a agao de lectinas
sobre sua expressao®®.

As MMPs sao imprescindiveis em todos os estagios da cicatrizagao,
degradando todos os componentes da MEC e apresentam habilidade para
sintetizar colageno e outros membros da MEC, portanto sdo importantes na
remodelacdo da ferida. Estas proteases apresentam grande importancia em
processos basicos das células, principalmente em mecanismos fisioldgicos.
Nas doengas podem representar prejuizos no mecanismo regulatério primario
da destruigcdo tecidual (ex. artrite reumatdide) ou deposicdo (ex. fibrose e
cicatrizagzo)®.

O processo de cicatrizagdo € um evento biolégico complexo no qual um
grande numero de células residentes e infiltrantes estdo envolvidas incluindo,
queratindcitos, fibroblastos, neutréfilos, macréfagos, linfocitos e mastocitos'”.
Estas células regulam uma a outra através da mediagdo de varias citocinas®.
Estes processos podem ser mediados através da ativagcao das MMPs, as quais
sao diferentemente expressas durante o processo cicatricial®.

A resposta a injuria e subsequente reparo (reepitelizacdo, angiogénese,
formagado de tecido de granulacao e fibroplasia) esta relacionada a atividade
celular que é influenciada por interagdes célula-célula e célula/MMPs. A
sequéncia de eventos do reparo pode ser dividida em trés fases: inflamatodria,

34)

proliferativa e de remodelagdo®. A fase inflamatdria é caracterizada pelo
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influxo de neutrdfilos, posteriormente os macréfagos concluem o processo
inflamatorio, realizando um debridamento no local da injUria“z). Este processo
nao é apenas facilitado pela fagocitose, mas também através da producao de
enzimas como a colagenase e elastase''?.

Nesta fase ha o escapamento de componentes do plasma, incluindo
fibrina e altos niveis de MMP-9. O recrutamento de neutrdéfilos ocorre poucas
horas apds a injuria, e logo em seguida chegam os linfocitos e macréfagos.
Neste estagio, a MMP-9 encontrada nos granulos de macréfagos e neutréfilos

9 Uma vez que o sitio da ferida foi limpo,

s&o liberadas no local da lesao
ocorre também um aumento na angiogénese e fibroblastos migram para iniciar
a fase proliferativa e para deposicdo de colageno para uma nova MEC,
formando assim, o tecido de granulagéo(so). Nesta fase é essencial que ocorra
um controle entre a acao e inibicado das MMPs, pois como observado por
Fujiwara e colaboradores®" (2005) foi encontrada um aumento na produgéo de
colageno e MMPs em cultura de fibroblastos derivados de queldides, quando
comparadas com fibroblastos de pele normal.

Tem sido demonstrado nesta fase uma super-expressdo de MMP-1, 3 e
9 na borda da cicatrizacdo do ferimento. Uma distribuicdo espacial de MMPs
tem sido observada em distintas populagdes de queratindcitos, sugerindo que
ocorre diferengas na expressao das MMPs entre as fases agudas e crénicas da
cicatrizacdo. A fase de remodelagdo é marcada por uma nova matriz
colagenosa a qual se torna entrelagada e organizada. As MMPs facilitam a
migracdo de fibroblastos na MEC e no leito da ferida"). Estudos demonstraram
que um aumento na producdo de MMPs facilita a contragdo do colageno

mediada por fibroblastos conduzindo ao fechamento da ferida®®.
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Recentemente, EGOZI e colaboradores™ (2003) demonstraram que, na
fase inflamatéria da cicatrizacdo, a infiltracdo neutrofilica na ferida foi
significantemente menor em camundongos com deficiéncia de mastdcitos em
relacdo a camundongos normais. A relacdo das MMPs e mastdcitos foi
observada na angiogénese(”. Tem-se demonstrado que a infiltracdo de
mastocitos e a ativacdo de MMP-9 coincidem com a mudanga angiogénica em
lesdes pré-malignas durante a carcinogénese do epitélio escamoso em
camundongos(g). Em outro estudo, foi observado que os niveis de MMP-2 e 9
estdo aumentados dez a quinze dias apdés o ferimento experimental em
roedores, ou seja, quando a angiogénese é ativada'®.

As MMPs tem sido encontradas em quantidade elevada em feridas
cronicas, que nao progridem para a devida resolugéo48). Estes niveis elevados
podem resultar em uma nao controlada degradagéo, e uma nova deposi¢céo de
componentes da matriz extracelular como colageno, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, bem como na degradagao de varios fatores de crescimento
protéicos necessarios a uma cicatrizacado bem coordenada. O comportamento
normal destas enzimas seria um pico enzimatico durante o inicio da
cicatrizagdo, e entdo um declineo no estagio de aparecimento de tecido de

granulagao e subsequentemente novo tecido epitelial no ferimento™“.

Conclusdes e Perspectivas

As MMPs participam fazem parte de uma variedade de eventos

importantes para o organismo, porém para garantir a integridade do tecido &

necessario um dinamico balango entre as MMPs e a atividade dos inibidores
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destas enzimas, ou seja, os TIMPs, pois um descontrole na atividade de MMPs
provoca uma excessiva degradacao ou acumulagao de elementos constitutivos
da MEC.

O papel de degradacao das MMPs tem fundamental importadncia uma
vez que elas controlam os diversos eventos biolégicos, como por exemplo, a
remodelacdo tecidual, porém €& observado que o desequilibrio entre a
expressao e a inibicdo enzimatica esta intimamente ligado ao desenvolvimento
de diversas doengas, como observado em eventos anormais nos sistemas
pulmonares, cardiaco, intestinais e neuroldgicos.

Vale ressaltar que a importancia das MMPs vai além da sua participagao
na remodelagdao tecidual, seu papel é muito importante na manutencao
estrutural e funcional dos tecidos, para que estes nao venham a perder sua
arquitetura normal e com isso contribuindo para o aparecimento de uma
desordem organica.

Um aspecto interessante a respeito das metaloproteinases € sua
caracteristica de redundancia funcional, alguns estudos utilizando
camundongos transgénicos, knockouts para MMP- 3, 7, 9 e 12, mostraram que
esses animais obtiveram uma super-expressdo de MMP-1 e 34" talvez como
mecanismo compensatério da atividade protedasica, ou seja, a ablagédo de uma
MMP em particular, podera induzir a expressdo de uma outra MMP,
demonstrando que a multiplicidade de formas das MMPs é de extrema
importancia para a manutencgao e reparo da MEC como observado por SOUZA
e LINE ©" 2002.

A variedade de informacdes encontradas nesta atualizacdo sobre as

metaloproteinases e seus inibidores, € de grande importancia e vem
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aumentando a cada dia, revelando suas fungdes na génese de diversos e
processos patologicos. Porém muito se tem ainda a esclarecer a respeito
destas intrigantes moléculas, pois sua agao in vivo € complexa e bastante
diversificada.

Dentre as linhas de pesquisas e aplicagéo biolégica das MMPs podemos
destacar o tratamento e o diagndstico. Estudos realizados por BOZ e
colaboradores!” (2006), demonstraram em estudos clinicos a possibilidade do
interferon-B regular os niveis de MMPs, sobretudo a MMP-9 em pacientes com
esclerose multipla, ou seja, uma significante redugao dos niveis desta enzima
que encontra-se alterada nesta doenca.

Destacam-se também a utilizacdo de MMPs como marcadores teciduais
de determinadas doengas, como sua expressao em lesdes benignas e
malignas de tiredide, esses estudos demonstraram que as MMP-2 e 7 podem
ser utilizadas como marcadores no diagndstico diferencial para distinguir
carcinoma folicular invasivo e adenoma folicular ).

Podemos ressaltar as pesquisas a respeito do envolvimento das MMPs
com o aparecimento de determinadas doencas. Estudos clinicos e
experimentais tém demonstrado a relagédo entre a gelatinase B (MMP-9) como
um componente importante da estabilidade da placa aterosclerotica®?. A
ruptura da placa aterosclerdtica € caracterizada pelo acumulo de células
mononucleares inflamatérias e o aumento da expressdo de MMPs, e tanto
essas células, quanto a MMP-9 sao induzidas por mediadores inflamatorios,
incluindo TNF-o. e LDL-oxidado®®. A MMP-9 é derivada principalmente de
mondcitos e macréfagos®, que séo os principais tipos celulares envolvidos na

iniciacao, progressao e complicagdes da aterosclerose. Recentemente, estudos
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tém demonstrado que os niveis séricos de MMP-9 estdo aumentados em

(24, 38)

pacientes com diabetes tipo , potencialmente contribuindo para o

aumento de risco cardiovascular''”.

Tabela 1- Tipos de metaloproteinases humanas com seus diferentes substratos

e massas moleculares.

MMP | Sinénimo Peso Substrato Referéncl4d 6
molecular
(kDa) 1417
1 Colagenase 1 45 Colageno tipo | (61)
2 Gelatinase A | 66, 62 Proteoglicanos, (69, 61,43)°
colageno IV, V,
Vil e X, 1419
fibronectina o
3 | Estromelisina 45 Proteoglicanos, (28) 144V
1 colageno X, Xl,
procolageno 1421
7 Matrilisina 1 19 Fibronectina, (51)
Plasminogénio 1422
8 Colagenase 2 58 Proteoglicanos P
9 Gelatinase B | 86, 67 Plasminogénio, (69, 61)"
colageno IV A
10 | Estromelisina 44 Estromelisina 1 e
2 (61) 1498
11 | Estromelisina 47 IGFBP-1 ( 61)
3 proteina de 1426
ligagcao da
somatomedina) 1 AnA
12 Elastase de 22 Plasminogénio, (28) '
macrofago elastina, 1428
colageno IV, 1429
Fibronectina
13 | Colagenase 3 48 Colageno tipo | (61) 1420
14 MT1-MMP 54 CD44, Colageno (30)
tipo | 1431
15 MT2-MMP 61 Transglutaminase (44)
de superficie 1429
16 MT3-MMP 55 Transglutaminase (30)
de superficie 1433
17 MT4-MMP 54 Fibrina (30)
18 | Colagenase 4 - Colageno tipo | (44) 1434
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Atividade colagenolitica (MMP-2 e MMP-9) e avaliacdo histopatoldgica de leses
cuténeas experimentais em camundongos tratadas com a lectina isolada de

sementes de Canavalia brasiliensis

Colagenolytic activity (MMP-2 and MMP-9) and hysthopathological analysis of the
treatment of cutaneous healings in treated mice with lectin from Canavalia

brasiliensis seeds

Flavio de Oliveira Silva 'V, Roséngela Vidal de Souza Aragjo ™ V"Y' Giuliana Viegas. Schirato " ¥", Edson Teixeira de Holanda
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi determinar o perfil da atividade colagenolitica e avaliar
clinica e histopatologicamente o efeito do tratamento topico de feridas cutaneas com
a lectina isolada das sementes da Canavalia brasiliensis (ConBr) livre e conjugada
com o seu agucar especifico. Para isso, lesoes cirtrgicas foram produzidas na regiao
dorsal de camundongos, divididos em grupos, de acordo com o tratamento que se
segue: NaCl (150mM), manose (0,1M), ConBr (10pg) e ConBr/manose (10pug em
solucado fisioldgica com manose 0,1M). Amostras da area lesada foram coletadas
para determinagdo do perfil de atividade das proteases e andlise histopatoldgica
(2°, 7° e 12° dias poOs-operatdrio). Entre os grupos estudados, o ConBr/manose
apresentou a maior atividade proteolitica no 12° dia de pos-operatdrio, seguido
do grupo ConBr. O grupo ConBr apresentou sinais inflamatérios menos intensos

que o0s outros grupos avaliados, tendo evoluido com maior
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percentual de contragdo, contudo, o grupo ConBr/manose apresentou melhor padrao de
organiza¢do das fibras colagenas. A lectina isolada das sementes da Canavalia
brasiliensis favoreceu o processo cicatricial das lesdes cutineas experimentais, tendo
apresentado um melhor efeito sob o ponto de vista histopatologico quando usada em

associagdo com a manose.

Palavras-chave: Canavalia brasiliensis, cicatrizagdo, lectinas, metaloproteinases,

reparo tecidual.

ABSTRACT

The objective of the present study was determining the colagenolytic activity and
evaluate clinically and histopathological effect of the topic treatment of cutaneous
healings with free and conjugate lectin of Canavalia brasiliensis (ConBr) and their
specific sugar. For conclude the objective, cirurgic lesions were produced on the dorsal
regions of the mice, divided in groups, according with the following treatment: 10pug
ConBr, 10pg ConBr/manose in physiologic solution with 0,1M manose, 150mM NacCl,
0,1M manose. Samples of the injured area had been collected for determination of the
colagenolytic activity and histopathological analysis (2", 7" e 12" days after the
surgery). Among the studied groups, ConBr/manose was which presented the highest
proteolytic activity on the 12" day post surgery, followed of the ConBr group. The
group ConBr presented inflammatory less intense than the other groups evaluated,
evolution with the highest percent of wound contraction, however the group
ConBr/manose presented the best standard regarding the organization of the

collagen fibres on the 12 day after the surgery. The ConBr favored the wound

healing process  of the experimental cutaneous lesions, has
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been presented the best effect under the histopathological point of view when used in

association with the manose.

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

A cicatrizagdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a reconstituicdo do
tecido. Como desencadeante da cicatrizagdo, ocorre a perda tecidual, a partir da qual os
processos fisioldgicos voltam-se completamente para o reparo de um evento danoso ao
organismo. A perda tecidual pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou
mesmo atingir todo o 6rgao, chegando ao tecido celular subcutaneo (MANDELBAUM
et al., 2003).

De acordo com Fazio e colaboradores (2000), pode-se classificar os estagios da
cicatrizacdo e dividi-los de uma forma mais completa em cinco etapas: coagulacdo,
inflamacdo, proliferacdo, contragdo da ferida e remodelagdo. Estas fases, em um
determinado periodo do processo, sdo sobrepostas, o que caracteriza o sucesso da
cicatrizacdo. Varios organismos apresentam uma incrivel capacidade de regeneragdo
tecidual (ODELBERG, 2005). Em contraste, os mamiferos possuem uma reduzida ou
até mesmo ausente capacidade regenerativa (MANUEL & KOZAK, 2006).

A cicatrizacdo ¢ uma associacdo de eventos migratorios e de remodelagdo, que
requerem a a¢do de metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus inibidores teciduais
(TIMPs) (MANUEL & KOZAK, 2006). Estas sdo endopeptidases zinco-dependentes,
que apresentam papel fundamental na manutenc¢do da estrutura tecidual e no reparo a
lesdes, entretanto também estdo envolvidas em algumas doengas como em processos

neoplasicos (NEWMAN et al., 2008).
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A investigagdo do efeito de lectinas sobre a atividade de MMPs foi alvo do
estudo com a lectina de Canavalia ensiformis (Con A), a qual induziu a produgdo de
MMP-9 por linfécitos in vitro (DUBOIS et al., 1998). A MMP-9 em associagdo com a
MMP-2 ¢ fundamental para o reparo tecidual. Lectinas sdo proteinas que ligam
carboidratos, de origem nao imune, e sdo encontradas em todos os tipos de organismos
vivos, as quais decifram os glicocddigos encontrados na estrutura de glucanas soltiveis e
nos glicoconjugados da membrana celular (GABIUS & GABIUS, 1997). Lectinas de
plantas, principalmente as espécies oriundas de leguminosas, apresentam-se como o
melhor grupo de lectinas estudadas (CAVADA et al., 2007). Lectinas dessa familia
representam um grupo de proteinas similares estruturalmente, porém com diferentes
especificidades a carboidratos. A lectina extraida de Canavalia brasiliensis apresenta a
afinidade por D-glucose/D-manose. Dentre os efeitos bioldgicos da ConBr pode-se
destacar: indugdo de apoptose celular (BARBOSA et al., 2001), produ¢do de 6xido
nitrico in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999), liberacdo de histaminas por
mastocitos (GOMES et al., 1994), dentre outras atividades.

O presente estudo teve o objetivo de analisar através da atividade colagenolitica
e do perfil histopatologico o efeito da lectina extraida da semente de Canavalia
brasiliensis (ConBr) sobre lesdes de pele em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Camundongos Swiss machos, com 10 semanas de idade, pesando 40,0 + 5,0g
foram criados e mantidos no Biotério do Laboratorio 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 ¢ umidade 55+£10%) com fornecimento de agua e

ragdo a vontade.
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A lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) foi gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Benildo de Souza Cavada. A lectina liofilizada foi solubilizada em solugao NaCl
150mM até obter a concentragao final de 100pg/mL. Também foram preparadas
solucdes com a lectina ConBr conjugada com o seu agucar especifico, neste caso, a
solucdo de lectina em salina contendo manose 0,1M foi incubada a 37°C por 30
minutos. Apoés a dissolucdo, as solucdes foram filtradas em membranas 0,22um e,
posteriormente, armazenadas em frascos esterelizados e estocadas a -4°C até¢ a sua
utilizagdo.

O procedimento cirirgico experimental ¢ a avaliacdo clinica das lesdes foram
realizados de acordo com Schirato et al. (2006). Os animais (n=25/grupo) foram
divididos de acordo com o tratamento experimental empregado: ConBr (10ug em
solugdo salina), ConBr/manose (10pg em solugdo salina contendo manose 0,IM ),
manose (0,IM em solugdo salina) e NaCl (0,15M). Cada lesdo recebeu diariamente
100uL das solucdes testadas. Diariamente, cada lesdo foi avaliada clinicamente e
mensurada por auxilio de um paquimetro, segundo equagdo descrita por Prata et al.
(1988).

No 2° 7° e 12° dias pos-operatorio (P.O.), os animais (n=10/grupo/tempo) foram
anestesiados e amostras de tecido da area lesada foram retiradas. Imediatamente apds a
retirada do tecido, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e pulverizadas
em almofariz. Em seguida, as amostras de pele foram homogeneizadas como descrito
por NEELY et al (1992). As amostras foram centrifugadas a 6000 x g por 30 minutos e
os sobrenadantes utilizados para analise de metaloproteinases.

A atividade colagenolitica foi realizada utilizando-se azocoldgeno como substrato
segundo método descrito por Chavira et al. (1984) modificado, pela mudanga no valor

do pH de 7,8 para 7,2. O azocolageno foi suspenso em Tris-HCI 50mM pH 7,2, CaCl2
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ImM em uma concentragdo final de Smg/mL. O sistema de reacao foi constituido por
150uL do homogenato de tecido de pele, 150uL de solugao tampao Tris-HCI 50mM pH
7,2, CaCl, ImM e 270uL da solugdo de azocoldgeno (Smg/mL). O sistema de reacao foi
incubado a 37°C sob agitagdo constante. Apds 18h de incubagdo, a reacdo foi
interrompida por centrifugagdo a 10.000x g por 15 minutos a 4°C. A absorbancia do
sobrenadante foi lida a 520nm. Uma unidade de atividade colagenolitica foi descrita
como sendo a variacdo de absorbancia de 0,01 durante 18 horas de reacao.

Com os camundongos anestesiados conforme previamente descrito, amostras do
tecido lesionado foram coletadas no 2°, 7° e 12° dias de P.O., com o objetivo de retirar
fragmentos da 4rea para realizar a analise histopatologica. As amostras foram
submetidas ao processamento histologico de rotina e incluidas em parafina. Apds
microtomia, os cortes foram corados pelo Tricrémicro de Masson.

As areas foram submetidas inicialmente ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(p<0,05) para se avaliar a adequagdo dos dados a analise paramétrica. Constatada a distribuigdo
normal dos dados, estes foram comparados aos pares, utilizando-se o Teste t e considerando-se
um nivel de significancia de 5%. Os resultados da atividade enzimatica forma comparados

utilizando-se t-test Student’s, usando o GraphPad Prism (versdo 5.0) ¢ as diferengas foram

consideradas significantes quando p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Medicamentos oriundos de plantas sdo frequentemente usados no tratamento de doencas
graves, como doencas autoimunes, inflamagdes ¢ alergias (YANG et al., 2008).

Algumas lectinas de origem vegetal, assim como os TIMPs, sdo moléculas que
controlam a atividade das metaloproteinases. As metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9)
sdo cataliticamente especificas para o colageno tipo IV a V (WOESSNER, 1994). Os
dados apresentados neste trabalho mostram que a lectina ConBr apresenta efeito positivo

sobre o0 modelo de cicatrizagao experimental em camundongos. A presenca
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das metaloproteinases (MMP-9 e MMP-2) foi confirmada pela determinagdao de
atividade colagenolitica usando azocoladgeno, o qual € o ensaio preferencial para anélise
das gelatinases MMP-2 e MMP-9 (CHAVIRA et al., 1984).

Analisando os resultados, foi possivel observar que durante a fase inflamatoria
(2° dia P.O.), o grupo ConBr, foi aquele que apresentou uma menor degradacdo do
azocolageno (Figura 1), e sinais inflamatorios macroscopicos menos intensos nas lesdes
(Figura 2), este grupo também apresentou diferencas estatisticamente significativas em
relacdo aos demais grupos na medida da area das lesdes (Figura 3), este achado do
grupo ConBr pode significar que houve um menor afluxo de células inflamatdrias e
consequentemente menor secre¢do de MMPs, resultando em um melhor aspecto da
ferida neste tempo do estudo (2° dia P.O.). Nos demais grupos houve uma semelhanca
quanto aos aspectos macroscopicos das lesdes, ¢ também uma maior atividade
colagenolitica quando comparados ao grupo ConBr (Figura 1).

No 7° dia P.O., ou seja, ja em fase de fibroplasia, o grupo tratado com a lectina
ConBr teve uma clara evolugdo cicatricial em relagdo aos demais grupos (Figura 2),
nesta fase houve uma maior atividade colagenolitica no grupo ConBr, o que estd
intrinsecamente ligado com a degradagdo da MEC, a qual ¢ fortemente influenciada
pela expressdo e ativacdo das MMPs, facilitando desse modo a migragdo celular
(STERNLICHT & WERB, 2001). Um dos eventos mais importantes na cicatrizagdo ¢ a

migrag¢do e proliferagdo de células, principalmente queratindcitos, para a periferia da ferida,
estes eventos sdo regulados por trés moléculas principais: fatores de crescimento, integrinas e
metaloproteinases (SANTORO & GALDINO, 2005). A lectina utilizada neste trabalho, ConBr,
estimula o afluxo de macréfagos quando injetada por via intraperitoneal em camundongos

(RODRIGUEZ et al., 1992). Os macréfagos sdo as principais células da reagdo

inflamatoria. Muitos fatores de crescimento secretados por macrdfagos influenciam
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a proliferagdo celular, como exemplos, o TGF-a (Fator de Crescimento Transformante-

o) tem um importante papel na migracdo de queratindcitos e reepitelizagdo (LI et al.,
2007).

Os grupos ConBr, ConBr/manose e manose obtiveram um perfil da lesdo
semelhante ao 12° dia P.O. (Figura 1 e 3), ja quanto a atividade colagenolitica o grupo
ConBr/manose destacou-se dos demais grupos no 12° dia P.O., isto pode explicar um
detalhe nos achados histopatologicos, que mostrou semelhangas entre o grupo ConBr e
ConBr/manose, entretanto este ultimo demonstrou uma melhor organizagao das fibras
colagenas (Figura 4), possivelmente por uma maior atividade enzimatica das MMPs
(350 U/mL) que nesse periodo do processo cicatricial sdo responsaveis pela
remodelagao do coldgeno recém sintetizado na MEC.

Sugere-se que o passo inicial da interacdo entre as lectinas e as células seja a
ligacdo com carboidratos da superficie celular. Estudos realizados por Freire e
colaboradores (2003) e Alencar e colaboradores (2003), demonstraram a diminui¢ao dos
efeitos bioldgicos das lectinas analisadas quando as mesmas foram conjugadas com os
seus agucares especificos. Contudo nos resultados apresentados no presente trabalho,
observou-se que a lectina conjugada com a manose apresentou melhor padrio de
organizagdo do colageno, o que pode ser explicado por algum outro tipo de interacdo da
lectina. Barondes, (1988) e Sharon & Lis (1989), comentaram sobre a presenga de sitios
hidrofobicos adicionais nas lectinas, os quais podem estar envolvidos em alguns dos
seus papéis biologicos, inclusive podendo ser esta uma explicacdo para a continuidade
da atividade bioldgica das lectinas, mesmo com seus sitios ligadores de carboidratos
ocupados.

A lectina isolada de sementes de Canavalia brasiliensis favoreceu o processo

cicatricial das lesdes cutaneas experimentais quando comparadas aos grupos controle
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manose ¢ NaCl, entretanto apresentou um melhor efeito durante a evolucao da
cicatrizagao ¢ do ponto de vista histopatologico, quando usada em associacdo com a
manose.

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 n° 39/05.
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CAPITULO 11I: Real-time PCR Analysis of metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9)

RNA extracted from cutaneous healings treated with lectin from Canavalia brasiliensis

seeds.
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Abstract

Metalloproteinases (MMP) plays a vital role in the tissue repair process, particularly
MMP-2 and MMP-9, are extensively involved in wound closure. The present study
aimed determine levels of these proteinases and investigate its expression along of topic
treatment of cutaneous healings with lectin of Canavalia brasiliensis (ConBr). For
conclude the objective, cirurgic lesions were produced on the dorsal regions of the mice,
divided in groups, according with the following treatment: ConBr, ConBr/mannose,
NaCl and mannose, these treatments were realized in three different therapeutic
schemes (Z“d, 7" e 120 days after surgery). The electrophoresis SDS-PAGE
demonstrated the presence of proteins with molecular weight of 67 KDa in all groups,
that is, active form of MMP-2. The Real-time PCR assay showed that the treatment with
ConBr in the 2° and 12° days after surgery promoted an increase in the content of
transcript of mRNA of MMP-2. In the 7° day after surgery the ConBr/manose group
presented a higher content of transcript de mRNA for MMP2 and MMP-9. This data

showed that ConBr and ConBr/mannose treatments increase in the mRNA expression.
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Introduction

The skin acts as a protect barrier against the most variety types of aggressors
agents presents in the environment, being essential to keep the homeostasis. Any
alteration in the integrity of the skin can unleash pathological conditions as infections,
dehydration and prejudice in the electrolytic balance.' Nonhealing wounds represent a
significant cause of morbidity and mortality for a large portion of the patients.” The
healing process involves a complex sequence of cellular and biochemicals events for
tissue repair after the trauma. This process is characterized by hemostasis,
inflammation, granulation tissues formation and remodeling of extracellular matrix
(ECM).?

The ECM degradation is an essential aspect to repair and remodulation during
the healing of cutaneous lesions. The metalloproteinases (MMPs) are one family of
zinc-dependent endopeptidases that collectively are competent to degrade all
components of the ECM.*

Proteolytic degradation of extracellular matrix is an essential part of wound
repair and remodeling. The expression and activation of MMPs promotes degradation
and modification of extracellular matrix proteins at the wound site, facilitating cell
migration.” The reepithelization involves the expression of extracellular
metalloproteinases such as MMP-2 and MMP-9, whose activity is required for cell
migration and extracellular matrix remodeling.® MMPs, particularly MMP-2 and MMP-
9, are extensively involved in wound closure.’

Dubois and co-workers (1998)° has demonstrated the capacity of Concanavalina
A (Con A) lectin in inducing the production of protease MMP-9 proceeding from

lymphocytes in vitro and Ulex europaeus I lectin induces activation of MMP-2 in
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endothelial cells.” In recent studies, bioactive proteins have been used to medical
therapy.'® Lectins are (glycol)proteins of non-immune origin that interact reversibly and
specifically with carbohydrates, found mainly in seeds.'"'? They are widely distributed
in nature, and amongst the plant kingdom, and are molecules that recognize and to
decode the information into oligossacharide of the cell surface.'''* Therefore, lectins
may regulate physiological and pathological events of cell function.'>'® Ahead of this
context, it is biologically important the inquiry of the envolvement of other lectinas in
the activity of the MMPs.

The most thoroughly investigated lectins are from plants, in particular from the
leguminosae family. Lectin from that family represents one proteins group with similar
structures, however with different carbohydrate specificities. The lectin extracted from
Canavalia brasiliensis (ConBr) seeds are characterized for establish a link with D-
glucose/D-mannose, the biological activity of the ConBr had been investigate, in
different experimental models.'”

Among the biological activities of ConBr lectins are lymphocytic stimulation
and could mediate important functions, as prevention of development of malign tumors,
protector effect in vivo against infection by Leishmania amazonensis in BALB/c mice,
induction in vitro of the proliferation of lymphocytes with production of interferon-y,
the liberation of histamines by mast cells, production of nitric oxide in vitro and in vivo
and induction of cellular apoptosis. '***

Based in the capacity of leguminosas lectinas to stimulate the
metalloproteinases production in the cicatricial process, we decided to evaluate the in
vivo effect of the treatment with free and mannose conjugate lectin of Canavalia

brasiliensis (ConBr) and their specific sugar in profile in the collagenolytic activity and
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investigate their pattern of expression along the treatments evolution in cutaneous

injuries in mice.

Methods

Animals

Adult males albino Swiss mice were used (8-10 weeks old, weight 40 £+ 2g),
from the Biotery of the Laboratory of Imunopathology Keizo Asami (LIKA), Federal
University of Pernambuco (UFPE). Each animal was maintained in an individual cage,
with water and commercial food (Labina®™) ad libitum. All procedures were carried
according to the rules of Brazilian college of animal experimentation (COBEA) and
experimental protocol was approved for ethics committee from Federal Rural University

of Pernambuco (UFRPE).

Experimental surgical procedure

After hydric and alimentary jejune of 12 hours, the animals were weighed and
anaesthetized for subcutaneous route with 2 % xilazine chloridate (10 mg/Kg) and 10%
ketamine chloridate (115 mg/Kg).” After anaesthesia were carried out the trichotomy
and the antisepsis of dorsal thoracic region with 1 % iodopovidone and 70 % ethanol.
The sterilized cloths of field were located and fixed in the skin of the animal. With the
help of a leaked metallic mold (diameter = 1.0 c¢m), the skin was demarcated with
dermographic pen. The cutaneous wound was produced by the incision of the skin with

a scissors with fine-fine shears of tips and clamp of dissection, until its recession. The
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hemostasis of the area, when necessary, it was carried out by digital compression. The
animals were divided into four groups and the wounds were daily treated with 100ul of
the following solutions: 10pug ConBr, 10pug ConBr/mannose in physiologic solution
with 0,1M mannose, 150mM NaCl, 0,1M mannose, and, these treatments were realized
during twelve days after surgery, were realized in three different therapeutic schemes
(2™, 7" ¢ 12™ days after the surgery), according protocol used by Monteiro et al, 2007

and Schirato et al, 2006.24%

Attainment of the tissues for Real-Time PCR and electrophoresis

At 2™ 7™ and 12" days post-operatively, the animals (n=10/group/time) were
anaesthetized and tissues from the wound site of the individual animal were removed,
the tissues were frozen in N, and kept at -80°C for later analysis of real-time PCR.*® For
the electrophoresis analysis immediately after incision, skin samples were placed in
liquid nitrogen and pulverized. Then, samples were homogenized in 0,05M tris buffer,
pH7.5,s upplemented with 0,02mol/L calcium chloride, 0,15mol/L sodium
chloride, 0,25% triton X-100 and 0,02% sodium azide (0,5mL of buffer to 0,1g of

tissue).”’

Polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) of denatured protein

The protein concentration was determined by Bradford method with bovine
serum albumin as the standard protein.”® Molecular weight of purified enzyme was
detected using 12% sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-

PAGE). For separation of proteins by electrophoresis were chosen as samples of the 12™
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day after the surgery. All chemicals were obtained from commercial sources. Denatured
protein samples were evaluated as described by Laemmli (1970).%° The standard marker
proteins were carbonic anhydrase (30 kDa), ovoalbumin (43 kDa), bovine serum

albumin (67 kDa). Protein bands were stained with Coomassie brilliant blue R-250.

RNA Extraction

In order to isolate total RNA from experimental 100 mg of tissue of each sample
were added, as well as Trizol (Invitrogen® USA) used in the correct proportion (100mg
tissue/1ml of Trizol) for each sample, following the manufacturer’s instructions. After
sample homogenization, organic and aqueous phases were separated and total RNA was
precipitated with isopropyl alcohol. RNA pellets were washed with 70% ethanol, air-
dried, and dissolved in RNase-free water. The yield and quality of total RNA and
mRNA were determined spectrophotometrically using 260 and 260/280 nm ratio,
respectively. Following the isolation of mRNA from tissues, we proceeded with 3’- and

5’-end cDNA amplification.*

First-Strand cDNA Synthesis

First-strand cDNA was synthesized by reverse transcription coupled to RT-PCR
using a oligo(dT);s (Clontech, Mountain View, CA), 6 ng of mRNA, 200 U of Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV RT) purchased from Promega
(Madison, WI), 10mM dTPs, RNAsin AoU, 10 x 1* strand buffer and ddH,0O. 3’-rapid

amplification of cDNA was achieved with 30 cycles of PCR, 1h/42°C. Specific primer
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sequences are listed below in Table 1. Products were separated on a 1% agarose gel,
stained with 0.5 pg/ml of ethidium bromide, and visualized with an UV

transilluminator.

Table 1. Specific Primers Used for Real-Time PCR of MMP-2 and MMP-9

Name Nucleotide sequence

P2-SE 5’-AGCTCATCGCAGACTCCTGGAA-3’
P2-AS 5’-TCAGAGTTCTCGCACTTCAAAGC-3’
P9-SE 5’-ATTCGCGTGGATAAGGAGTTCT-3’
P9-AS 5’-TCCACCTGGTTACCCTCATG-3’

Gene Expression Analysis Using Real-Time PCR

First-strand cDNA synthesis was performed for all collected tissues using 2ug of
total RNA. Amplification of MMP-2 and MMP-9 ¢cDNA was carried out in a Rotor-
Gene 3000 operated with the respective Rotor Gene software version 6.1.81 (Corbett
Research, Mortlake, Australia). Each reaction consisted of: 10ul of SYBR® green PCR
master mix (Applied Biosystems, USA), 20uM MMP-2 e -9 primer sense, 20uM MMP-
2 e -9 primer anti sense, 1:10 cDNA and distilled water, to a final volume of 20 pl.
Amplification conditions for MMP-2 were as follows: 95°C (4 min), 95°C (10 sec),
50°C (15 sec) and 72°C (20 sec) in 45 cycles. The same conditions were used for MMP-
9, however, we decrease cycle number to 40. Real-time PCR products were separated
on a 1.8% agarose gel and semi-quantified by comparing the intensity of the band of

interest using image analysis. PCR real-time data are expressed as mean + S.D.
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Results

Profile of the proteins from samples

Proteins profile from the samples was submitted to analysis by SDS-PAGE
electrophoresis and is shown in Figure 1. We observed that tissue samples obtained on
the 12" days after surgery presented 67 KDa bands in all analyzed groups, these bands
representes the active form of MMP-2. It was not observed bands from molecular
weight of MMP-9. This result may be associated to a low concentration tissue of MMP-
9 at all times of the study (2", 7" and 12" day A.S), because all groups studied showed

a much lower MMP-9 expression compared to the amount of MMP-2 transcript (Table

2).

Total RNA Isolation and First-Strand cDNA Synthesis

15 pg of total RNA total of all samples were loaded in the agarose gel for the
synthesis of the first tape of cDNA, this is shown in Figure 2A, where you can see
through the intensity of the bands similar quantities of total RNA by pg Sample. The
cDNA was synthesized in the same conditions, ie all samples were handled on the same

day and on the same standards experimental.

Gene Expression
The gene expression was semi-quantitative, it is an efficient method for evaluating

the effect of a treatment on the expression of a specific gene. The expression
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of MMP-2 and MMP-9 genes were compared by Curve threshold (Ct) (Figure 3 and 4)
of the treatments depending on Ct control, where lower Ct meant higher the content of
mRNA transcript, in the two tests, or both for MMP-2 and MMP-9 the group NaCl at 2
days after surgery had the Ct = 0, meaning, no mRNA expression (Figure 2B and 2C).

Ct values showed that inflammatory stage of cicatrization (2° dia A.S.) was
characterized by a higher contento of transcript (mRNA) of MMP-2 in ConBr Group,
followed by ConBr/mannose and mannose group. As for MMP-9, ConBr groups and
ConBr/mannose showed a similar profile of transcription. Mannose group was
characterized by the highest Ct, meaning a lower transcript quantity.

In the 7" day after surgery, the NaCl group presents MMP-2 and MMP-9
transcript, unlike the result for this group in 2™ day after surgery. Lesions of the ConBr
group in 7™ day after surgery, showed inflammatory signs less intense in relation to
other groups and high colagenolitica activity (data not shown), and correlating with the
contents of the transcript to the MMP genes, the ConBr group presented a greater
expression of MMP-9 when compared with control group (NaCl). The ConBr/mannose
group showed the highest content of transcript when compared to other groups for the
two proteases under study. During the remodeling of the experimental lesions (12 day)
of the MMP-2 gene expression was visibly higher than MMP-9 expression. The NaCl
group not presented MMP-9 transcript (Ct = 0), but also was the group that had the
lowest colagenolytic activity and less scarring developments among the groups (data not
shown). The ConBr and Group ConBr/mannose group presented at the end of the study
(12" day), something similar in healing, but the histopathological analysis (data not
shown), showed that the ConBr/mannose group presented a better standard of

organization collagen fibers in relation to other groups.
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4. Discussion

Lectins has been described as strong immunomodulators for lymphocytic
activation induction and cytokine production. Lectin from Canavalia brasiliensis
induces, in vitro lymphocytic proliferation with production of interferon- y, macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (IL-10) and
tumor necrosis factor-a (TNF-a).** TNF-a is mitogenic and chemotatic to endothelial
cells that migrate to the center of the lesion originating new blood vessels.”’ The
neoangiogenesis is essential to evaluate the cicatricial process, by the fact that new
vessels formed will provide nutrients necessary to the cells present in the lesion.

Some lectins bind glucose-mannose demonstrated anti-inflammatory activity
when intravenous was injected into mice. Lectin from Canavalia brasiliensis although
belonging to the same group of these lectins do not have anti-inflammatory activities
when by intravenous route.’”” However, in the present study where the lesions were
treated through topic applications of lectin, inflammatory signals observed during the
clinic evaluation were less intense in the ConBr group, when compared to the other
experimental groups (data not shown).

Studies indicate that during the inflammatory phase, ConBr lectin induces in
vitro and in vivo nitric oxide production.’' Nitric oxide is essential to the inflammatory
process acting as vasodilators, antimicrobial and promoting the vascular permeability.
They also have pro-inflammatory effect acting as chemoattractant to cytokine (e. g.
interleucin-1), a potent modulate of the proliferation, recruitment and keratinocytes
differentiation, fibroblast stimulating factor -1 (TGF-B-1), monocytes and neutrophils,

resulting in angiogenesis and helping the activation of the fibroblast cells.”
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DUBOIS and co-workers (1998) affirmed that some lectins in vitro are capable
to activate or inhibit some gelatinases activities.® During the inflammatory and
remodelation phase, it was observed that ConBr group presented a higher content of
transcript (mMRNA) to the MMP-2 gene, when compared to control groups mannose and
NacCl, but the colagenolitica activity (data not shown) in this group (ConBr) presented a
less degradation of azocoll. These data demonstrate that lectin from ConBr inhibited the
activity of gelatinases in the analyses of 2 and the day after surgery. Temporal and
spatial regulation of MMPs is critical for rapid normal wound healing.*

According Ovington (2007), normal behavior of these enzymes was a enzymatic
pick during the inflammatory phase of the healing, and a decline in the appearance stage
of the granulation tissue and subsequently new epithelial tissues in the lesion. In the
present work, was observed a pick of enzymatic activity in ConBr/mannose group (data
not shown) during the inflammatory and remodelation phase (2" to 7™ day A.S.), fact
that could explain the best evolution of this group when compared with the others
during the experiment, however such peaks of activity were not always followed by
transcript in the tissue, in another words, the activity is directly associated to activator
or inhibitor from metalloproteinases and not only to transcript.”> This result was also
found in the study by Gomez et al. (1995) which tested the effect of Ulex europaecus
lectin against the MMP-2 activation in endotheliais cells, this study has been shown to
increase the colagenolytic activity of MMP-2, not reflected by the increase of MMP-2

gene expression.’

Lectin ConBr stimulates the flux of macrophages when injected by
intraperitonial route in mice.*® Macrophages are the mainly cells of the inflammatory
response. Several growth factors produced by macrophages induce cell migration as

well as proliferation and matrix production. For example, the transformation stimulating

81



factor- o (TGF- o) has an important function in the migration of the keratinocytes and
reepithelization. TGF-B1, TGF-f2 and TGF-B3 promote the fibroblast endothelial cells
migration and the deposition of the extra cellular matrix by fibroblasts during the

granulation tissues growth.”’

The best organization of the extracellular matrix, could be caused by the
favoring of the fibroblasts migration in center lesions as increased in the
metalloproteinases synthesis that in this period of repair process are responsible for the
remodeling of the collagen recently synthesized, as verified by Grinnel (2003).*® In the
present study the results showed that MMP-2 gene was over-expressed compared to
MMP-9 gene, a MMP-2 plays a vital role in the tissue repair process and wound closure
by remodeling the ECM and also exerts antiinflammatory effects.’”*° Studies conducted
by Xue et al. (2004), who worked with RT-PCR and zimograms, showed that protein C
treatment in human keratinocytes activated elevated the expression and activated the

MMP-2 , however these was no effect over the MMP-9.4!

The results observed in ConBr/mannose group also can be explained by specific
activity immunomodulators that monosaccharides present. Yang and co-workers (2008)
showed that monosaccharides found in fractions (APFs, namely APF1, APF2 and
APF3) of polysaccharides of Radix Angelica sinensis had immunomodulatory activity
of murine macrophages, in this study, it was found that various APFs induced a
significant increase in cellular lysosomal enzyme activity, nitric oxide (NO) formation,
reactive oxygen species (ROS) production and TNF-a secretion in macrophages in
vitro.*> The best effect was observed in the fraction APF2, followed by APF3 and
APF1 in decreasing order. Among APF1, APF2 and APF3, it was found that mannose
was only found in APF2 and APF3, but not present in APF1, additionally, glucose was

a major sugar in APF2 and APF3, but it was present as minor sugar in APF1. The study
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reported above may explain the results observed in this study with the group treated
with the lectin ConBr combined with mannose, because the majority of the studies
conducted to date have focused on MMPs elaborated by macrophages and T
lymphocytes. Normal T cells produce predominantly gelatinase, which act to facilitate
movement of lymphocytes out of the vasculature and into tissues.*

Some substances are known for increasing the expression of metalloproteisases,
showed that berberine, a plant substance that has anti-inflammatory and anti-oxidative
effects, increase MMP-9 expression in normal human keratinocytes, UV irradiation also
induces the synthesis of MMP in human skin in vivo and MMP-mediated collagen
destruction.” Therefore, the regulation of MMP activity might be a potential strategy
for prevention and/or treatment of UV induced skin damage, and other disorders of the
skin.

The bands obtained through the SDS-PAGE electrophoreses showed a protein
with 67 kDa of molecular mass, suggested the presence of metalloproteinase 2 (MMP-
2) in the homogenates obtained from the lesions of the experimental groups studied,
result confirmed through the collagenolytic activities. This finding is indeed significant,
therefore Iba and collaborators (2004) had observed that the levels of MMP-2 and 9
increase ten days after the experimental wound in mice, that is, when angiogenesis is
activated.®

In general, MMPs are not constitutively expressed in skin but are induced
temporarily in response to the above mentioned exogenous signals to trigger the
proteolytic remodeling of the ECM in physiological and pathological situations, such as
tissue morphogenesis, tissue repairation, dermal photoaging and tumour cell invasion.*°

During wound healing the composition of the ECM has to be altered. This can

be achieved by transcriptional regulation of cellular genes encoding ECM components
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as well as by proteolytic enzymes (particularly matrix metalloproteinases) and their
inhibitors that control the ECM turnover on the post-translational level.*

MMP production and activity can be modulated by numerous growth factors,
Henneman and co-Workers showed (2007) that can be also modulated by the relaxin
hormone, this hormone is well known for its role during pregnancy.?’ Such these
researchers showed that the most prominent metabolic effect of relaxin is the
stimulation of connective tissue remodeling by inhibiting collagen synthesis and by
increasing the production and activity of MMPs. Human dermal fibroblasts in vitro
respond to relaxin by an elevation of procollagenase secretion (MMP-2), and a decrease
in the expression of tissue inhibitor of MMPs (TIMPs) and interstitial collagens.*® In
conclusion, we have demonstrated that ConBr group presents a positive effect on the
MMP-2 and MMP-9expression, which are involved in angiogenesis, wound healing and

wound closure.
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ECM Extracellular matrx

MMP Metalloproteinase
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SDS-PAGE Dodecylsulfate polyacrylamide

RT-PCR Real-time PCR

M-MLV RT Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
A.S. After surgery

Ct Threshold Cycle

GM-CSF Macrophage colony stimulating factor

IL-4 Interleukin-4
IL-10 Interleukin
TNF-a Tumor necrosis factor-a

TGF-B-1 Fibroblast stimulating factor-1

TGF-a Transformation stimulating factor-a
APFs Monosaccharides fractions

NO Nitric oxide

ROS Reactive oxygen species

TIMPs Tissue inhibitor of MMP
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ConBr/

ConBr mannos NaCl Mannose MW

<«(Bovine Serum Albumin- 67kDa)

<«4(Ovoalbumin- 43kDa)

<«(Carbonic Anhydrase- 30kDa)

Figure 1. A representative example of molecular weight Profile of Proteins obtained
from the wound homogenates in ConBr, ConBr/mannose, NaCl and mannose groups in
the 12" day after surgery (containing 10ug of protein each lane and 15ul each well),
witch was resolved by SDS-PAGE electrophoresis. A 10% SDS-polyacrylamide gel
was performed under reducing conditions. MW= molecular weigth ladder: «4Bovine

Serum Albumin (67 kDa), €Ovoalbumin (43kDa) and «€Ovoalbumin (43kDa).
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ConBr/ ConBr/ ConBr/

NacCl, Mannose. ConBr  \onnoce NaCl; Mannose. ConBry Mannose. NaCl;, Mannose;; ConBrj, Mannose:»

Bp

Figure 2. Tissue-specific expression of MMPs in the lesion of skin. (A), Total RNA was
extracted from skin of the groups: 2" NaCl, 2" Mannose, 2" ConBr, 2™
ConBr/Mannose, 7t NaCl, 7t Mannose, 7t ConBr, 7t ConBr/Mannose, 120 NaCl, 121
Mannose, 12" ConBr and 12" ConBr/Mannose. Following RT-PCR and Real-Time
amplifications with specific primers for MMP-2 (B) and MMP-9 (C), amplification

products were separated according to size in 1.8% agarose. Bp, base pairs.

93



P2 Nacl 2

P2 NaCl2

P2 manose 2

P2 manose 2

P2 Conbr 2

P2 Conbr2

P2 combrimanose 2

P2 combrfmanose 2

P2 Nacl 7

P2 Nacl 7

P2 manose 7

P2 manase 7

P2 cambi7

P2 combr?

P2 Conbrimanase 7

P2 Conbrimanose 7

P2 NaCl12

P2 MaCl 12

P2 manose 12

P2 manose 12

P2 combr 12

P2 cambr 12

P2 Conbrimanose 12

P2 Conbrimanose 12

Figure 3. Amplification curves obtained by real-time PCR of MMP-2 gene,

using Sybr green I.
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Figure 4. Amplification curves obtained by real-time PCR of MMP-9 gene,

using Sybr green I.
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CONCLUSOES

e O grupo ConBr apresentou a melhor evolugdo, do ponto de vista macroscopico,
das lesdes cutaneas experimentais ao final do estudo.

e A andlise histopatoldgica demonstrou que os grupos controle apresentavam-se
com padrdes de reparacdo tecidual menos evoluidos, quando comparados aos
grupos ConBr e¢ ConBr/manose, os quais apresentavam fibras coldgenas
organizadas.

e A atividade colagenolitica das MMP-2 e MMP-9 esteve presente em todos os
grupos estudados, porém os grupos controle NaCL e manose apresentaram uma
atividade estatisticamente diferente dos seus respectivos grupos controle,
sugerindo-se que esta seja uma das causas da melhor evolu¢do do processo
cicatricial nos grupos ConBr e ConBr/manose.

e A cletroforese realizada com extratos das lesdes experimentais demonstrou
bandas com proteinas com 67KDa, o qual representa o peso molecular da forma
ativa da MMP-2.

e As copias de cDNA foram sintetizadas a partir de quantidades iguais de RNA
total e sob as mesmas condi¢des experimentais em todos os grupos estudados.

e A expressdo do gene da MMP-2 e MMP-9 foi observado em todos os grupos,
porém o grupo controle NaCl, ndo expressou o gene para MMP-2 no 2° dia apds
a cirurgia e no 2° e 12° dia ndo expressou para a MMP-9, este fato pode explicar
o perfil deste grupo, o qual ndo teve uma cicatrizagdo positiva em comparagao

aos demais grupos no 12° dia do experimento.
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ANEXOS

Normas cientificas para publicacao nos periodicos

I- The Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (Brazilian Journal of
Pathology and Laboratory Medicine), a continuation of Jornal Brasileiro de
Patologia (Brazilian Journal of Pathology), and published on a bimestrial basis
(February, April, June, August, October and December) is directed towards the
publication of scientific articles that contribute to the development of the area of
Laboratory Medicine (Clinical Pathology, Pathology, Cytopathology). It accepts the
following categories of articles: original articles, review articles, case reports, short

communications, updating articles, letters to editors and reviews.

Analysis of the manuscript

The manuscript submitted for publication will be forwarded to one or more
referees, scientific peers, of renown and specific knowledge to consider the discussed
subject. After the answer of the referee, JBPML Editor shall contact the authors to
inform them if their article is rejected, or the steps to be taken for the definitive

publication of the manuscript.

Copyrights

Authors are kindly requested to send an undertaking together with the letter to
the Editors. Therefore, when submitted for publication, the manuscript should be
accompanied by copyright transfer document including each author’s signature (the
model is given below): I/We... author/authors of the article entitled... which we hereby
submit for publication in the Brazilian Journal of Laboratory Medicine, agree that the
copyrights of the above manuscript shall become the exclusive property of Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (Brazilian Society of Clinical
Pathology/Laboratory Medicine), and that any full or partial reproduction is prohibited,
without obtaining the prior and required authorization. We also declare that the article is
original in form and content, and has not been published or submitted for publication in

any other scientific periodical in full or in part.
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We declare the effective participation of all the authors in conceiving and writing the
article in question including performance of experiments that resulted in this
communication. We likewise declare our commitment to the data analysis and editing of
the manuscript. We clearly state that we have no conflict of interest with neither the

theme discussed nor the products mentioned.

Date:... Signature:...

Ethic

All research involving human beings — including organs and/or tissues alone as
well as medical records or clinical exams results — should be in accordance with
Resolution 196/96 from Conselho Nacional de Saude
(http://www.bioetica.ufrgs.br/res19696.htm). Papers to be published shall be

accompanied by the patient informed consent and by a copy of the ethics committee
certificate from the institution where research has been carried out, in accordance with

the Declaration of Helsinki, 1989 (http://www.bioetica.ufrgs.br/helsin4.htm).

In experimental research involving animals, ethical principles from the Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal-COBEA (http://www.cobea.org.br/etica.htm#10)

should be respected. Also, rules established by the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission of Life
Sciences, National Research Council, Washington, D.C. 1996)

<http://oacu.od.nih.gov/regs/guide/guidex.htm> should be considered.

It is essential to identify with accuracy chemical substances and drugs used. It may not
be used patients’ names or initial on illustrative material, as well as is vetoed to inform

brand names, companies names and/or hospitals registries.

Form and preparation of manuscript

How to prepare the manuscript before submiting to the Editors

Three hardcopies of the manuscript should be submitted, including a copy in 3
1/2 floppy disk with the text file in Word for Windows 6.0 or higher. Illustrations and
tables should be prepared in a graph processor. The first page should include: 1) title of
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the article: should be concise and complete, describing the subject it refers to.
Unnecessary words should be omitted. The title should be translated into English; 2)
full name(s) of the author(s); 3) academic position and name of institution that each
author is linked to, followed by the respective address; 4) name of the department
and/or institution where the work was performed; 5) name of the corresponding author;
6) if the work was supported by any financial agency, please mention the name of the
sponsors; 7) if based on a thesis, mention the title, year and institution where it was
presented; 8) if it was presented in a scientific meeting, mention the name of the event,

city and country where it was held and date.

Abstracts and uniterms

The second page should contain two abstracts: one abstract in Portuguese
(Resumo) and the other in English (Abstract). The abstracts should identify the
objectives of the work, procedures and conclusions (maximum of 250 words). Three to
six key words that represent the subject of the presented work should be provided by the
author using the controlled vocabulary “Decs — Descritores em Ciéncias da Satde
(Health Science Descriptors)” (Bireme). They should be submitted in Portuguese and
English.

The mailing address of the authors should come at the end of the article.

Acknowledgments

Should be brief, direct and addressing only the person or institution that contributed
substantially to the development of the work and shall come before the bibliographical

references.

Text structure

Original articles

Contributions intended to disclose unpublished original research results, which
may be duplicated or disseminated. Articles may contain up to 4,000 words. Their
formal structure should be: Introduction; Material and method; Results; Discussion; and

Conclusions. The use of subtitles is recommended, particularly in the Discussion. The
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clinical implications and limitations of the study should be pointed out. Detailing of
Material and method is recommended. Submission of a structure abstract in Portuguese
and English is required for these articles, with headings obeying the formal
presentation: Introduction, Objectives; Material and method; Results; Discussion; and
Conclusions. The Abstract should be preceded by the English title. Bibliographical

references should appear at the end of the text.

Up dating and review articles

Review and/or updating articles just will be published by means of specific
editor's invitation. Systematic critical evaluation of the literature on a certain subject,
which should contain conclusions. Should contain up to 5,000 words. The text of the
article, with exception of Introduction, Discussion and Conclusion, shall be decided by
the author. A structured abstract in Portuguese and another in English are required. A

comprehensive list of bibliographical references should appear at the end of the text.

References

Bibliographical references should come at the end of the article in numbered
alphabetical order. These should be followed by standards of the Brazilian Association
of Technical Standards — NBR-6023 (August 2000). Titles of periodicals should be
referenced in abbreviated form according to the List of Journals Indexed in Index
Medicus. If the reference list does not follow this adopted standard, the manuscript shall
be immediately rejected without review of their contents.Authors should certify that
references cited in the text appear in the reference list with accurate dates and name of
authors spelled correctly. Authors are responsible for the accuracy of the references.
Personal information, unpublished works or works in progress may be cited when
absolutely necessary. However, they should not be included in the bibliographical
reference list, but merely cited in the text or in a footnote. The reference list should
follow the style of the examples below: If more than three authors collaborate in a

publication, the first author should be mentioned followed by the Latin expression et al.

Tables and figures

Examples:

Periodical articles (one author only)
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COTRIM, F. L. S. Coleta de sangue para dosagem de triglicerideos. J Bras Patol, v. 33,
n. 4, p.201-02, 1997.

Periodical articles (more than three authors)

ABREU, E. S. et al. Doenca de Hodgkin infanto-juvenil no estado do Cear4 e sua
relagdo com o virus Epstein-Barr: pardmetros clinicos e analise morfoldgica imuno-

histoquimica e por hibridizacao in situ. J Bras Patol, v. 33, n. 4, p. 178-84, 1998.
*Online periodical article

YAZLE, J. S. R. et al. Assisténcia hospitalar como indicador da desigualdade social.
Rev Saude Publ, Sdo Paulo, v. 31, n. 5, 1997. Available at: http://www.fsp.usp.br/rsp.
Accessed on: March 23, 1998.

*Book as a whole (two authors)

RINGSVEN, M. K.; BOND, D. Gerontology and leadership skills for nurses. Albany,
N. Y.: Delmar Publishers, 1996.

*Chapters or part of book edited by another author

SCIVOLETO, R. Sistema nervoso autonomo. In: ZANINI, A. C.; OGA, S.
Farmacologia aplicada. 4. ed. Sao Paulo: Atheneu, 1989. Cap. 9; p. 97-141.

*Event in electronic médium

SILVA, R. N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagdgicos do paradigma da qualidade total
da educagdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPE, 4., 1996,
Recife. Anais eletronicos... Recife: UFPe, 1996. Available at:
http://www.propesq.ufpe.br/anais/educ/ce04.htm. Accessed on: January 21, 1997.

*Thesis or dissertation

Oliveira, C. M. Isolamento e caracterizacdo de estreptococos de placa dental. Rio de
Janeiro, 1974. Tese (doutoramento) — Instituto de Microbiologia, Universidade Federal

do Rio de Janeiro.
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«Citations in the text

Citations in the text should be identified with Arabic numerals (index numbers). The
author’s name and the year may also be added. References with more than one author
should contain the author’s surname followed by the expression et al, e.g. Higashi et

all.

Abbreviations and names of medications

Abbreviations should be indicated on their first appearance in the text.
Use generic name of medications and indicate source of compounds not
available for prescription.
Units of measurement, including their abbreviations, should be expressed
in metric system and also in the International System (SI) between

parentheses.
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II- Revista Ciéncia Rural. The scope of CIENCIA RURAL is to publish original articles
(full papers), short notes and reviews. Manuscripts should be submitted exclusively to
Ciéncia Rural.
2. Full paper should not contain more than 15 typed pages, reviews 20 pages, short
notes should contain at most eight pages. Use double spacing throughout the text,
including the Abstract and References. The pages should be numbered consecutively,
beginning from the title page. The size of the print paper should be A4 210 x 297mm
containing no more than 28 lines per page. The font Times New Roman 12 should be

used.

3. Full papers should contain the following sections: Title, Abstract and Key words in
English and Portuguese; Introduction (containing the respective Literature review);
Material and Methods; Results, Discussion and Conclusions; Acknowledgements; Paper
presentation; Sources and Manufactures when necessary; Bioethics and Biossecurity
Committee Approval (Required when animals and genetically modified organisms are
involved) and References. The sections results and Discussion; or Results, Discussion
and Conclusions may be combined.
4. Review Articles should contain the sections: Title, Abstract and Key words in
English and Portuguese; Introduction; Text; Conclusion; Acknowledgements; Sources
and Manufactures when necessary; Bioethics and Biossecurity Committee Approval
(Required when animals and genetically modified organisms are involved) and
References.

5. Short notes should contain: Title, Abstract and Key words in English and
Portuguese; Text (without subdivision in sections, but ordered accordingly in
introduction, methodology, results, discussion; conclusion) Acknowledgements;
Sources and Manufactures when necessary; Bioethics and Biossecurity Committee
Approval (Required when animals and genetically modified organisms are involved)

and references. The text may also include tables and figures (Paper example).

6. No reprints will be supplied to authors. The articles are free at www.scielo.br/cr.

7. Describe the title in english and portuguese. Only the first letter of the tittle should be
in capital lettter except for official names. Do not use abreviations in the title. Scientific

names should be used in the title only when strictly necessary.Please use them as key
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words and in the other sections of the paper. Full name(s) of the authors should be
written below the title, side to side, followed by number (roman numbers in
superscript). These numbers which will indicate, when repeated at the bottom of the
page, the affiliation and corresponding address, etc. The corresponding author be
indicated and should be accompanied by full address, including the e-mail, when

available.

8. Within the text, the References should be cited as follows: a. MASON (1964)
observed... b. The average cited by ZONTINI & UNO (1986) was similar... c.
PRESNEL et al. (1973) indicated... d. ...the congenital malformation (MOULTON,
1978).

9. The Reference List should be placed at the end of the manuscript; the references

should be ordered alphabetically. Please follow the following examples:

9.1. Book References: BARHAM, J.N. Mechanical kinesiology. Saint Louis : Mosby,
1978. 509p. MENGEL, K.; KIRBY, E.A. Principles of plant nutrition. 4 ed. Bern :
International Potash Institut, 1987. 687p.

9.2. Chapter in a book: GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In:
HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The thyroid. Baltimore : Willians & Wilkins, 1964.

Chap.2.p.32-48.

9.3. Chapter without authorship in a book: COCHRAN, W.G. The stimulation of

sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed. New York : John Willey, 1977.
Chap.4,72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirargicas

em animais de grande porte. Sao Paulo: Roca, 1985. p.29-40.

9.4.Standard Journal Article :
GUENZI, W.D., et al. (More than two authors) Nitrification and dinitrification in cattle
manure-amended soil. J Environ Qual, Madison, v.7, n.2, p.196-202, 1978.

9.5. Theses, dissertations...
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MOSCARDI, G. Control of Anticarsia gemmatalis Hibner on soybean with a
baculovirus and selected inseticides and their effect on natural epizootics of the
entomogenous fungus Nomuraea rileyi (Farlow) samson. 1977. 68f.
Dissertation/Thesis (Master/PhD in Biological control and integrated pest management)

- Course of Entomology, University of Florida.

9.6.Bulletins:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo: Departamento de Produ¢do Animal,
1942. 20p. Boletim Técnico, 20.

9.7. Non-published paper (should be avoided when possible): Read after the text, e.g.:
Comparative study about the effect of differents sutures in the trachea anastomosis of

dogs. Sheila Canevese Rahal autorship (in preparation).

9.8. Personal Communication (should be avoided when possible): Information in the
text is identified by (Personal Communication) after the statement: e.g. ...described by

Johnston (1980) (Personal Communication).

9.9.Electronic documents:
MATERA, JM. Afecgdes cirdrgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. CD-Rom.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In. WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.
Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Capturado em 12 fev. 2007. Online.
Disponivel em:

http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1
UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Capturado em 23  mar. 2000. Online. Disponivel na  Internet:

http://www.zh.com.br/especial/ index.htm.

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
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conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
23 mar. 2000. Online. Disponivel na Internet http://www. medscape.com/server-

java/MedlineSearchForm.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperagdo de tUlcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRUGIA VETERINARIA, 3, 1997.
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,

1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

10. Illustrations, graphs, photographs will be named Figures; identified by arabic
numerals (Figure 1, Figure 2, etc...). Each figure will be considered as a full page.
Graphs and illustration should measure 7.5 or 16cm width. The figures may also be sent
digitized in .tiff with at least 800 dpi. Tables should be identified with the word Table,
ordered by Roman numerals, and cannot exceed one page should appear after the

reference section. However separated.

11. The authors are responsible for all the statement and concepts contained in the

article.

12. Submission requires metadata for all authors. The papers will not proceed for
evaluation before the data is not provided. Exceptionally other forms can be used.

Please contact Ciéncia Rural for additional information.

13. Tramitation and page charges - Ciéncia Rural charges US$ 15.00 for paper
tramitation and US$ 20.00 for each printed page published. Color plates are US$ 120.00
per page. The payments can be made at the Banco do Brasil, agency number 1484-2,
account 250945-8 due FATEC - Project 96945. Payments can also be made by using
VISA credit cards . The payment for page charges should only be made at the time the
authors return the galley proofs. The check or receipt of each payment should be always

enclosed at the right moment.

14. Articles will be published according to the order of approval.
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15. Articles that are not recommended for publication will be archived. However there

will be sent a message for the authors explaining why the paper was not approved.

16. Doubts can be solved by examining a previous issue of the Ciéncia Rural before

contacting the Editorial Committee.

I11- Wound Repair and Regeneration

Author Guidelines

The International Journal of Tissue Repair and Regeneration is the official publication
of the Wound Healing Society, the European Tissue Repair Society, the Japanese
Society for Wound Healing, and the Australian Wound Management Association. This
Journal publishes original scientific and/or clinical papers on the broadly defined topics
of wound healing and tissue regeneration. Articles that significantly advance the
knowledge of processes involved with wound healing and regeneration in all tissues and
organisms, or that provide new insights into clinical therapies will be given highest
priority. Manuscripts that describe product evaluations will be considered but will
receive lower priority. The Journal also welcomes articles that provide the reader with a
thorough understanding of a specific methodology or technique pertinent to wound
healing and regeneration studies. These articles will be subjected to the same peer
review as regular research articles. Manuscripts will be accepted from any country but
must be written in idiomatic English, and will be subject to copyediting before
publication. Authors may be required to have manuscripts edited for English, either on
their own or through the English Language editing services, which may be found on the
Author Services webpage

(http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/english language.asp).
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Submission of manuscript

The Journal requires, except by pre-arrangement, submission of manuscripts using our
online manuscript processing system WRR-Manuscript Central ™. This system may be
accessed at http://mc.manuscriptcentral.com/wrr. Authors MUST suggest the names of
three reviewers for the manuscript, ONE OF WHICH MUST BE AN EDITORIAL
BOARD MEMBER. However, selection of the referees will be determined by the

Editor. Authors are also encouraged to indicate individuals they feel should NOT be

considered as reviewers.

The Journal requires that for each submission, the submitting author provides written
assurance that the paper has not been previously published and that no other submission
or publication will be made. Abstracts of oral or poster presentations are not considered
to constitute prior publication. Copyright to all papers is vested in the Wound Healing
Society. Manuscripts purporting to contain original material will be considered for
publication with the understanding that neither the article nor any of its essentials,
including tables and figures, has been or will be published or submitted for publication
elsewhere before appearing in this Journal. When submitting a paper, the submitting
author should always make a full statement to the editor-in-chief about all submissions
and previous reports that might be regarded as redundant, duplicate or overlapping
significantly with the presently submitted paper to WRR. The submitting author should
also alert the editor-in-chief if the research in the current submission to WRR includes
subjects about which a previous report has been published. Any such research should be
referred to and referenced in the WRR paper. The Editor-in-chief will assess the
information provided by the submitting author and subsequently may request copies of
such previously published, in-press, or submitted (to another journal) papers before
further review is permitted. It is the responsibility of the submitting author to disclose to
the Editor any significant financial interests they may have in products mentioned in
their manuscript. This information will be deemed confidential and will only be
disclosed to manuscript reviewers if, in the opinion of the Editor, the information is

directly pertinent for an informed review.
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General Instructions

Manuscripts must be submitted for review through the WRR website at

http://mc.manuscriptcentral.com/wrr. Step-by-step instructions for formatting and
uploading manuscripts are available on the opening screen of the site. In preparing for
submission, place the text, tables, and figures in a single file. Save your document as a
Word or RTF (rich text format) file on your word processor. Please note that Word
2007 is not yet compatible with journal production systems. Unfortunately, the journal
cannot accept Microsoft Word 2007 documents until such time as a stable production
version is released. Therefore, please use Word's "Save As" option to save your
document as an older (.doc) file type. Type the manuscript using a 12-point font size,
set text margins at 1" from edge, page number your manuscript beginning with the title

page, and double-space all elements of the paper, organized in the following order.

. Cover Letter with Assurances
. Title Page

. Abstract

. Introduction

. Materials and Methods

. Results

. Discussion

. Acknowledgments

. Footnotes

10. References

11. Tables

12. Figure Legends

13. Figures

14. Supplemental Data (if applicable)
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Cover letter with Assurances

This letter from the submitting author must provide written assurance that the paper has
not been previously published and that no other submission or publication of the
original work has been or will be made. Abstracts or oral or poster presentation are not

considered to constitute prior publication. The submitting author must further assure
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that every author listed meets the qualifications for authorship (see below) and has had

the opportunity to read and comment upon the submitted manuscript.

Title page

The title page should include (a) the title of the article, which should be concise but
informative; (b) first name, middle initial, and last name of each author, with highest
academic degree(s) and institutional affiliation; (c) name of department(s) and
institution(s) to which the work should be attributed; (d) name, address, telephone
number, fax number, and email address of corresponding author; (e) name and address
and email address of the author to whom requests for reprints should be addressed, (f)

short running title, and (g) key words.

Authorship

All persons designated as authors must qualify for authorship according to guidelines
established by the International Committee of Medical Journal Editors

(http://www.icmje.org/). Each author should have participated sufficiently in the work

to take public responsibility for the content. Participation solely in the acquisition of
funding or the collection of data does not justify authorship. General supervision of the

research group is also not sufficient for authorship.

Abstract

The second page should contain an abstract of not more than 200 words. The abstract
should state the purpose of the investigation, basic procedures, main findings (BE
SPECIFIC), and the principal conclusion. Emphasize new or unique aspects of the
investigation. Abbreviations should not be used in the abstract. Generally, the abstract
should be a single paragraph and should NOT be structured into separate sections with

headings.
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Text

The text of the manuscript should be divided into the following sections with headings:
Introduction, Methods, Results, Discussion, Acknowledgments. Longer articles may be
further divided with appropriate subheadings. For original research papers, the body of
the text including title page should not exceed 21 pages, and the number of references
should be limited to 40 or fewer. Tables and figures should be used to support all
reported results, but should not be redundant and should be limited to those necessary
for data presentation and interpretation. For perspective articles, the manuscript length

and number of references may be greater, and will be determined by the Editor.

Introduction

State the purpose of the article; for original research, the statement of a hypothesis to be
tested is appropriate. Summarize the rationale for the study, giving only pertinent
references, and do not review the subject extensively. Do not include data or

conclusions in this section from the work to be reported.

Materials and Methods

Identify the methods, apparatus (include manufacturer's name, city and state or country
in parentheses), and procedures in sufficient detail to allow other workers to reproduce
the results. Give references for established methods; provide references and brief
descriptions for methods that have been published but are not well known; and describe
in greater detail new or substantially modified methods (if deemed necessary, a diagram
or flow chart may be used for complex procedures). Identify precisely all drugs and

chemicals used, including generic name(s), dose(s), and route(s) of administration.
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Animal Investigations

Study protocols must be in compliance with the institution's guidelines or the National
Research Council's criteria for humane care as outlined in the "Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals" prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources
and published by the National Institutes of Health (NIH Publication No. 86-23, Revised
1985, http://books.nap.edu/catalog/5140.html). Researchers from countries other than

the US are encouraged to consider guidelines of the Association for Assessment and
Accreditation of Laboratory Animal Care, international

(http://www.aaalac.org/index.cfm) and to recommend membership in this organization

to their institutions. A statement of assurance of the humane treatment of research

animals must be provided within the Materials and Methods section.

Statistics

Statistical methods must be described in sufficient detail to enable a knowledgeable
reader with access to the original data to verify the reported results. Whenever possible,
quantify findings and present them with appropriate indicators of measurement error or
uncertainty. Statistical probability (p) should be reported in tables, figures, and figure
legends at only one of the following levels: p < 0.05, 0.01, 0.005, or 0.001. If exact
probability levels are expressed, an explanation for this requirement must be included in

the statistics section of Materials and Methods.

Results

The narrative of the text should take the reader through a logical progression of data
consideration and interpretation. Present results in a logical sequence in the text, tables,
and illustrations. DO NOT repeat in the text all the data in the tables or illustrations;

emphasize or summarize only important observations.
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Discussion

Emphasize the new and important aspects of the study and the conclusions that follow
from them. DO NOT repeat in detail data or other material given in the Introduction or
Results sections. Include in the Discussion section the implications of the findings and
their limitations, including implications for future research. It is appropriate to briefly
discuss how the results fit into (or deviate from) the larger body of published work on
the topic. Link the conclusions with the goals of the study, and avoid unqualified
statements and conclusions not supported by the data. State the hypotheses when

warranted but clearly label them as such.

Acknowledgments

This section should contain one or more statements that specify (a) contributions that
need acknowledgment but do not justify authorship; (b) acknowledgment of technical
help; (c¢) acknowledgments of financial material support (specify the nature of the

support); (d) financial relationships that may pose a conflict of interest.

List of Abbreviations and Other Footnotes

All nonstandard abbreviations should be grouped in alphabetical order into one
footnote, with all footnotes placed on a separate page of the manuscript following the
acknowledgments. Footnotes in the text should be denoted with a superscript Arabic

numeral.

References

Number references consecutively in the order in which they are mentioned in the text.
Identify references in text, tables, and figure legends by Arabic numerals in parentheses.
References cited only in tables or figure legends should be numbered last. Use the style
of the following examples, which are based with slight modification on the formats set
forth in "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals,"

(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). The titles of journals should

be abbreviated according to the style used in Index Medicus. "Unpublished
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observations" and "personal communications" may not be used as references but should
be inserted in parentheses in the text. Include among the references papers accepted but
not yet published; designate the journal and add "In press." Examples of correct

reference styles are given below:

Articles in Journals

Standard Journal Article - List all authors:

Whitby DJ, Ferguson MW. Immunohistochemical localization of growth factors in fetal
wound healing. Dev Biol 1991;147:207-15.

Organization as Author:

The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantation Team. Failure of syngeneic
bone-marrow graft without preconditioning in post-hepatitis marrow aplasia. Lancet
1977;2:742-4.

No Author Given:
Coffee drinking and cancer of the pancreas [editorial]. BMJ 1981;283:628.

Volume with Supplement:
Magni F, Rossoni G, Berti F. BN-52021 protects guinea pig from heart anaphylaxis.
Pharmacol Res Commun 1988;20 (5 Suppl):75-8.

Issue with Supplement:
Gardos G, Cole JO, Haskell D, Marby D, Paine SS, Moore P. The natural history of
tardive dyskinesia. J Clin Psychopharamacol 1988;8(4 Suppl):31S-37S.

Issue with Part:

Reif S, Terranova VP, EL-Bendary M, Lebenthal E, Petell JK. Modulation of
extracellular matrix proteins in rat liver during development. Hepatology 1990;12(3 pt
1):519-25.

Article Containing Comment:
Piccoli A, Bossatti A. Early steroid therapy in IgA neuropathy: still an open question
[comment]. Nephron 1989;51:289-91. Comment on Nephron 1989;48:12-7.

Article Comment On:

Kobayashi Y, Fuji K, Hiki Y, Tateno S, Kurokawa A, Kamiyama M. Steroid therapy in
IgA nephropathy: a retrospective study in heavy proteinuric cases [see comments].
Nephron 1989;51:289-91.

Books and Other Monographs

Personal Author(s):
Majno GA. The heading hand: man and wound in the ancient world. Cambridge:
Harvard Univ Press, 1975.
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Chapters in a Book:

Philips C, Wenstrup RJ. Biosynthetic and genetic disorders of collagen. In: Cohen IK,
Diegelmann RF, Lindblad W, editors. Wound healing: biochemical and clinical
aspects. Philadelphia: Saunders, 1992:152-77.

Conference Proceedings:

Harely NH. Comparing radon daughter dosimetric and risk models. In: Gammage RB,
Kaye SV, editors. Indoor air and human health. Proceedings of the Seventh Life
Sciences Symposium; 1984 Oct 19-31; Knoxville (TN) Chelsea (MI): Lewis 1985;6-78.

Unpublished Material:

In press (use only if accepted in book or journal format)

McMahon SB, Monroe JG. Role of primary response genes in generating cellular
responses to growth factors. FASEB J. In press.

Tables

Type each table double-spaced on a separate page. DO NOT submit tables as
photographs or digital images (pdf files). Number tables consecutively using Arabic
numerals in the order of their first citation in the text and supply a brief title for each.
Place explanatory matter in footnotes, not in the heading. Explain in footnotes all
nonstandard abbreviations that are used in each table. DO NOT use internal horizontal
and vertical rules. The use of too many tables in relation to the length of the text can
produce difficulties in the page layout. The Editor may recommend removal or
modification of tables if the page layout is untenable. If the table has been published
previously, written permission must be obtained and appropriate acknowledgment must
be made. Large data tables may be included as supplementary data and referenced in the
text as being available online (the author(s) should coordinate this with the managing

editor).

Figure Legends

Type figures legends double-spaced starting on a separate page following the tables,
with Arabic numerals corresponding to the illustrations. Explain each symbol used in
the illustration, such as arrows, and other visual aids. Scale bars should be labeled

within the image, but original magnification may also be stated in the legend.
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Units of Measurement

Measurements of length, height, weight, and volume must be reported in metric units or
their decimal multipliers. Temperatures should be given in degrees Celsius and blood
pressures in millimeters of mercury. All hematologic and clinical chemistry
measurements should be reported in the metric system in terms of the International

System of Units (SI).

Figures

All figures must be either professionally drawn and photographed or produced with
appropriate computer graphics. All figures must be submitted electronically according
to the specifications outlined below. Failure to submit images according to these
specifications will result in reproductions that are small and illegible or in images that
are declined. Color photographs should be saved in CMYK as TIF or JPG files at 600
dpi at 5 inches in width. Black and white photographs should be saved in greyscale as
TIF files at 600 dpi at 5 inches in width. New line drawings should be prepared in
Microsoft Word, PowerPoint, or Illustrator without embedded images from other
sources. Existing line drawings should be scanned at 1200 dpi at a minimum of 12.5 cm
(5 in) in width and saved as EPS files (flow charts must not exceed 7 inches [18 cm] in
width). Any existing images added to Microsoft Word or PowerPoint will be rejected.
Send original TIF or EPS files. All lettering should be done professionally and be of
adequate size to retain clarity after reduction (final letter size in print is 1.5mm high or
larger). It is understood that figures will be reproduced at a width of one column
(approx. 12 cm or 2 inches), two columns (approx. 26.5 cm or 4 5/8 inches). All figures
must be referred to specifically in the text, and numbered in order of appearance in the
text. Graphs should be labeled with font size that will be legible in published format;
groups or categories should be indicated within the graph whenever possible and error
bars and statistical differences included where appropriate. More detailed information
on the submission of  electronic artwork can be found @ at

www.blackwellpublishing.com/authors/digill.asp.
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Photomicrographs should include a scale bar embedded in the image. For multiple
panels of the same magnification in one figure, only the first panel needs to have a scale

bar.

If photographs of persons are used, either the subjects must not be identifiable or their

pictures must be accompanied by written permission to use the photograph.

The manipulation of photographs by computer or other means may include a vast array
of changes. These include addition of text or graphics, change of color, brightness, or
contrast: enlargement; or other changes to image quality. Processes that destroy
photographs in order to deceive an audience represent unethical manipulation.
Distortion of photographs may be achieved by over or under exposure of the file at the
time of photography or through computer manipulation. The WHS considers the
manipulation of photographs used in presentation to patients, the media, in journals, or
at scientific meetings for the purpose of deceiving the audience to be against the ethical
standards of the Society. Figures should be numbered using Arabic numerals
consecutively according to the order in which they are cited in the text. If a figure has
been published previously, acknowledge the original source and submit written
permission from the copyright holder to reproduce the material. Wound Repair and
Regeneration will publish illustrations in color. However, the authors are responsible
for all publication costs associated with color reproduction. Please contact the Editorial
Office for these costs. Figures should not be submitted in color if authors do not wish

to pay for the color cost.

Copyright Release Form

The copyright release form is available online at the WRR manuscript submission
website on the opening screen of the site. This should be filled out and signed by the
submitting author and submitted according to instructions on the form, at the same time

that the manuscript is submitted online.

Reprints

Single reprints should be obtained directly from the author. A reprint order form will be

sent to authors at the time of page proofs.
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NEW: Online production tracking is now available for your article through Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article -once it has been
accepted- through the production process to publication online and in print. Authors can
check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key
stages of production so they don't need to contact the production editor to check on

progress. Visit www.blackwellpublishing.com/bauthor for more details about online

production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article

preparation, submission and more.
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PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Um quarto trabalho a ser submetido ao peridodico Histochemistry esta em fase de
conclusdo, onde neste trabalho estamos avaliando o padrao histoquimico de outras
proteinas envolvidas na cicatrizagdo: teste histoquimico Watanabe (elastina), Van
Gienson (reticulina) das lesdes cirargicas, pois complementara os dados da
histoquimica com TM (colageno) que ja foi realizado.

Analisar a expressao de inibidores teciduais das MMP (TIMPs), através de PCR em
tempo-real, e correlacionar com os achados da expressdo da MMP-2 e MMP-9.
Realizar um estudo que possibilite a investigagdo dos efeitos da lectina ConBr com
o seu sitio de ligacdo ao carboidrato alterado (mutado), através de técnicas de
biologia molecular.

Realizar dosagens de citocinas que estejam envolvidas no processo de ativacao ou
inibicdo das metaloproteinases, para melhor entender a relacdo expressio X

atividade das enzimas.
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TRABALHOS CIENTIFICOS DESENVOLVIDOS DURANTE O DOUTORADO.
Artigos completos publicados em periddicos

FLORENCIO, A. P. S. ; Melo, J. H. L. ; MOTA, C. R. F. C. ; MELO JUNIOR, Mario
Ribeiro de ; ARAUJO, R. V. S. . Study of the Antitumoral Activity of a Polysaccharide
from Anacardium occidentale (P JU) Using the Sarcoma 180 Experimental Model.

Revista Eletronica da Faculdade de Farmacia, v. IV, p. 61-65, 2007.

Resumos publicados em anais de congressos Internacional

1. Oliveira, F.; ARAUJO, R. V. S. ; Schirato, J. ; Lima-Filho, J. L. ; Cavada, B. S. ;
LEAO, Ana Maria dos Anjos Carneiro ; Porto, A. L. F. . Protease activity in
experimental wounds treated with Canavalia brasiliensis lectin seeds using mice as
model of wound healing. In: I Congresso Nacional de la Asociacion Argentina de
Ciencia y Tecnologia de Animales de Laboratorio, 2007, Buenos Aires. I Congresso

Nacional de la Asociacion Argentina de Ciencia y Tecnologia de Animales de

Laboratorio, 2007.

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

SILVA, F. O. ; ARAUJO, Rosangela Vidal de Sousa ; SCHIRATO, Giuliana Viegas ;
LIMA, Maria da Concei¢ao Gomes de ; CAVADA, Benildo de Sousa ; LIMA-FILHO,
José¢ Luiz de ; CARNEIRO-LEAO, Ana Maria dos Anjos ; PORTO, Ana Licia
Figueiredo . Atividade Proteolitica em Lesdes Cutaneas Tratadas com a Lectina Isolada
das Sementes de Canavalia brasiliensis. In: VII Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao
da UFRPE, VIII Simposio de Pés-Graduacao, 2007, Recife. Anais da VII Jornada de
Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFRPE, VIII Simposio de Pés-Graduagao, 2007.

Atividades Académicas

Ensino na qualidade de Professor-regente, a disciplina de Bioquimica 1 e 2 aos cursos
de graduacao em: Odontologia, Biomedicina eFisioterapia na Associacdo Caruaruense
de Ensino Superior (ASCES), onde também desenvolve pesquisas cientificas, inclusive

com orientacdo de alunos do programa PIBIC-ASCES.
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