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AVALIACAO DOS EFEITOS TERAPEUTICOS DA LECTINA OBTIDA DE SEMENTES DE CANAVALIA
BRASILIENSIS (CONBR) EM LESOES CUTANEAS INFECTADAS POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Evaluation of the therapeutic effects of lectin obtained from Canavalia brasiliensis seeds (ConBr) in
cutaneous lesions infected with Staphylococcus aureus
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Resumo: Lectinas de origem vegetal tém ganhado destaque como compostos imunomoduladores e cicatrizantes,
um exemplo ¢ a proteina extraida de Canavalia brasiliensis (ConBr). A auséncia de informaces relacionadas a acdo
de ConBr em feridas infectadas estimulou esta pesquisa. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos
terapéuticos da lectina ConBr em lesGes cutaneas infectadas por Staphylococcus aureus. As feridas experimentais
foram induzidas no dorso de camundongos Swiss, o processo infeccioso foi provocado pela adicao de suspencoes
de S. aureus ATCC6538 (cepa padrdo) ou SA01 (cepa clinica) nas feridas recém produzidas, que foram tratadas com
a lectina ConBr (200 ug/mL) e clinicamente avaliadas por 10 dias. Apds 3 e 10 dias de tratamento as feridas foram
coletadas para avaliagdo da carga bacteriana e niveis éxido nitrico (NO). O uso de ConBr nas feridas infectadas n&o foi
capaz de conter a inflamacdo, independentemente da cepa infectante, no entanto, a area das lesdes foi diminuida. O
tratamento com a lectina ainda promoveu uma redug¢do da carga bacteriana, principalmente nas feridas infectadas
pela cepa padrao, onde os niveis de NO foram aumentados pelo tratamento com a lectina.

Palavras-chave: Compostos Bioativos de Plantas; Infeccdes Bacterianas; Infeccao de Feridas.

Abstract: Lectins of plant origin have gained prominence as immunomodulatory compounds; one example is the
lectin extracted from Canavalia brasiliensis (ConBr). The lack of information related to the action of ConBr on infected
wounds stimulated this research. Therefore, this study aimed to verify the therapeutic effects of the ConBr lectin on
skin lesions infected by Staphylococcus aureus. The experimental wounds were induced on the back of Swiss mice,
and the infectious process was caused by the addition of suspensions of S. aureus ATCC6538 (standard strain) or SA01
(clinical strain) to the newly produced wounds, which were treated with the lectin ConBr (200 pg /mL) and clinically
evaluated for 10 days. After 3 and 10 days of treatment, the wounds were collected to evaluate bacterial load and
nitric oxide (NO) levels. The use of ConBr on infected wounds could not contain the inflammation, regardless of the
infecting strain. However, the area of the lesions was reduced. Lectin treatment also promoted a reduction in bacterin
load, especially in wounds infected by the standard strain, where NO levels were increased by lectin treatment.
Keywords: Plant bioactive compounds; Bacterial infections; Wound Infection.
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INTRODUCAO

Apele é o maior 6rgdo do corpo humano, e constitui uma
barreira exposta ao meio externo, tornando-a suscetivel a
diversos danos (Sorg & Sorg, 2023). Seja adquirida de maneira
eventual ou em decorréncia de alguma alteragdo fisioldgica,
as lesdes de pele passam pelo processo de cicatrizagdo, que
envolve diversas etapas e reagdes coordenadas do sistema

imunoldgico (Freedman et al., 2023).

De modo geral, a cicatrizagcdo passa por algumas fases
que correspondem ao processo de defesa desencadeado pelo
surgimento da lesdo, podendo durar de uma a quatro semanas
em um individuo saudavel, a depender da profundidade,
extensdo e do comprometimento tecidual (Gushiken et al.,
2021). No entanto, alguns fatores podem prejudicar o reparo
epitelial, como a presenca de infeccdes, que resultam na

progressao cronica da ferida (Falanga et al., 2022).

Staphylococcus aureus é um dos isolados bacterianos
predominantemente encontrados em feridas cronicas, com
diversos mecanismos que favorecem a sua colonizagdo,
evasao do sistema imune e disseminagao (Almuhayawi et al.,
2023). A alta prevaléncia de S. aureus em feridas infectadas,
0 seu impacto negativo na cicatrizagdo e o aumento da
dificuldade em combater esse patégeno, tem preocupado os
sistemas de saude, gerando altos custos e graves transtorno
(Graves et al., 2023). A procura por alternativas terapéuticas
ndo convencionais para o tratamento de feridas é crescente, e
os produtos de origem natural tem ganhado destaque (Chopra
et al,, 2022; Da & Malaquias, 2015; Steffani et al., 2012). As
lectinas vegetais tém sido evidenciadas como importantes
compostos para tratamento de feridas infectadas por S. aureus
(NUNES et al., 2022; CARNEIRO et al., 2021).

O termo lectina é utilizado para designar uma classe de
proteinas de origem ndo imunoldgica capazes de se ligar a
mono ou oligossacarideos, conhecidas também por sua
capacidade hemaglutinante (Coelho et al., 2017). Estudos
tem comprovado a presenga delas em diversas plantas,
especialmente em sementes de leguminosas (NAITHANI et
al., 2021; KATOCH; TRIPATHI, 2021). Um exemplo é ConBr,
uma lectina oriunda das sementes de Canavalia brasiliensis,
uma planta da familia Fabaceae conhecida pelo nome

popular de feijdo-bravo-do-Ceara e de ampla distribui¢do

no continente americano, sendo encontrada no Brasil em
estados da regido Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste
(Guedes et al., 2009).

Desde a sua purificacdo, diversos estudos tém
relatado o potencial farmacoldgico de ConBr, como efeito
imunoestimulante, anti-inflamatdrio e antinecrético (De
Oliveira Silva et al.,2011; Oliveira et al., 2022). Anteriormente,
ConBr mostrou acelerar a contragdo de lesGes assépticas (F.
de O. Silva et al., 2009), e a auséncia de estudos relacionados
a aplicagdo dessa lectina em modelos de infec¢do estimulou
este trabalho, que teve por objetivo verificar o efeito
cicatrizante de ConBr em lesGes cutaneas infectadas por

Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

Para a extracdo e purificagdo da lectina ConBr, sementes
de C. brasiliensis foram moidas até obten¢do de um pé fino,
solubilizado em NacCl 0,15 M (1:10 p/v) em agitacdo a 25 °C
durante quatro horas. Em seguida, a solucdo foi centrifugada
em 10.000 xg a 4°C por 20 minutos, o sobrenadante
resultante foi submetido a cromatografia de afinidade em
coluna Sephadex G-50 (2 cm x 10 cm) (Moreira & Gavada,
1984). A fragdo obtida foi quantificada, liofilizada e a pureza
da amostra foi testada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

O modelo de ferida experimental deste estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacio Animal
da Universidade CEUMA (Protocolo 0024/21). Foram
utilizadas duas linhagens de S. aureus: S. aureus ATCC6538 e
S. aureus SA01, esta Ultima com elevado perfil de resisténcia
antimicrobiana e com variedade de genes associados a

viruléncia (Ferreira et al., 2023).

Os camundongos Swiss (fémeas e machos) com 8
a 12 semanas de vida foram procedentes do biotério da
Universidade CEUMA, onde foram acompanhados durante
0 experimento em ambiente com temperatura, umidade e
luminosidade controladas. Inicialmente, os animais foram
divididos em 4 grupos experimentais (10 animais /grupo):
G1: feridas infectadas por S. aureus ATCC6538 e tratados
com salina; G2: feridas infectadas por S. aureus ATCC6538 e

tratados com ConBr (200 pg/mL); G3: feridas infectadas por S.
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aureus SAO1 e tratados com salina; G4: feridas infectadas por

S. aureus SA01 e tratados com ConBr (200 pg/mL).

Para inducdo das feridas, os animais foram previamente
anestesiados intraperitonealmente com cloridrato de
xilazina (1 mg/kg) e cloreto de cetamina (50 mg/kg). A regido
dorsal toracica de cada camundongo passou por tricotomia e
antissepsia (alcool etilico a 70% e solugdo salina estéril NaCl
0,15 M), em seguida, a pele foi demarcada com um molde
(8 mm de didmetro) e as feridas produzidas com auxilio de
tesoura pontas tipo romba e pinca de dissec¢ao. Cada ferida
foi infectada pela adigdo de um inoculo recente de S. aureus
ATCC6538 ou SA01 (80 L, 1,5 x 108 UFC/mL).

Um dia apds a infecgdo, os animais foram levados a
cabines de fluxo laminar para avaliagdo clinica diéria (peso,
temperatura corporal, avaliacdo da ferida, estresse e dor) e o
tratamento ocorreu a cada 24 horas pela aplicacdo tdpica de
50 pL de ConBr (200 pg/mL) ou salina. O grau de severidade
das feridas foi avaliado por um score (area da ferida (0-
7), quantidade de exsudato (0-7). 3), tipo de exsudato
(0-4), intensidade do edema (0-3), cor do tecido cutaneo
circundante (0-4), tipo de tecido desbridado (0-3)), onde a
soma da nota atribuida a cada pardmetro indica o indice de
gravidade (NUNES et al., 2022; CARNEIRO et al., 2021).

O tratamento ocorreu por 10 dias e em periodos
especificos (3.° e 10.° dia) os animais foram eutanasiados
para obtencdo de amostras das feridas, que foram pesadas
e maceradas em 1 ml de PBS estéril para andlise da carga
bacteriana e déxido nitrico tecidual. Para quantificagdo de
S. aureus, as amostras maceradas foram diluidas em série e
plaqueadas em dgar Manitol Salgado, os valore de UFC foram
determinados por método padrdo de contagem de coldnias.

0 6xido nitrico (NO) foi dosado usando Reagente de Griess.

A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada por
meio de analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de
Boferroni e Kruskal-Wallis, para dados paramétricos e ndo
paramétricos, respectivamente. O nivel de significancia igual

a 0.05 foi considerado.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Neste estudo, a acdo de ConBr foi verificada em feridas

infectadas por diferentes cepas de S. aureus (ATCC6538 e

SA01), eaevolugcdodo processo cicatricial é mostrada aseguir.
Nota-se que no dia 1, a infeccdo induzida por ambas as cepas
induz um aumento das caracteristicas inflamatérias das
feridas, evidenciada pela observacao de lesGes edemaciadas
e exsudativas. Entretanto, o tratamento com ConBr, levou a
uma melhora nas caracteristicas macroscépicas das feridas,

como pode ser visualizado na figura 1A e 1B.

A aplicagdo topica da lectina nas feridas contendo S.
aureus ATCC6538 ndo foi capaz de reduzir sua gravidade
inflamatdria (figura 2A), por outro lado, a area relativa das
lesdes apresentou uma diminuicdo percentual, que foi
significativa no terceiro dia (Figura 2B). Em relacdo as feridas
infectadas pela cepa clinica de S. aureus SA01, notou-se uma
ligeira redugdo nos parametros inflamatoérios (figura 2C), e
uma significativa redugdo na area das lesdes no quinto dia de

tratamento (figura 2D).

A utilizagdo de lectinas no processo de cicatrizagdo
cutadnea tem sido cada vez mais buscado, principalmente
pela capacidade dessas proteinas em agir em diferentes
etapas do reparo tecidual, como na inflamag¢do (modulagdo
da resposta imune) (CARNEIRO et al., 2021), proliferagdo
(induzindo migragdo de fibroblastos, queratindcitos e
células endoteliais) (de Sousa et al., 2019) e remodelagdo

(estimulando angiogénese e colageno) (Lal et al., 2023).

Anteriormente, a aplicagdo topica de ConBr demonstrou
acelerar a contracdo de feridas cutdneas assépticas e agiu
diminuindo os sinais flogisticos da inflamag&o, sugerindo
que seu uso pode ser benéfico para a cicatrizacdo (F. de O.
Silva et al., 2009). Outras pesquisas demonstram que lectinas
da mesma familia de ConBr, como Cramoll e ConA podem
favorecer a cicatrizagdo, induzindo melhora nos parametros
clinicos, diminuindo a produgdo de citocinas inflamatérias e
acelerando o fechamento de feridas assépticas e infectadas
(ARRUDA et al., 2021; MELO et al., 2011; CARNEIRO et al,,
2021).

Os efeitos antimicrobianos in vivo de ConBr foram
avaliados nas lesGes apds 3 e 10 dias de tratamento. Na figura
3A, uma reducdo significativa no nimero de UFC de S. aureus
ATCC6538 (p<0,0001) é observada apds 3 dias de aplicac¢do
tépica da lectina, diferentemente do que se observa apds
10 dias, onde os nimeros de bactérias no grupo tratado e

controle sdo semelhantes (figura 3B).
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Figura 1 - Representacdo macroscépica das feridas infectadas Staphylococcus aureus e tratadas com ConBr (200pg/mL).

A) Imagens das feridas infectadas por

Staphylococcus aureus ATCC6538; B) Imagens das feridas infectadas com Staphylococcus aureus SA01.
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Figura 2 - Analise do efeito da aplicagdo tépica de ConBr (200 ug/mL) em lesBes cutaneas infectadas por Staphylococcus aureus. A) Score de inflamagdo das feridas

infectadas com S. aureus ATCC6538; B) Area relativa das lesdes infectadas por S. aureus ATCC6538; C) Score de Inflamag3o das feridas infectadas com S. aureus SA01;

D) Area relativa das lesdes infectadas com S. aureus SAO1. **Diferenga significativa entre os grupos indicados (p<0,005); ****Diferenga significativa entre os grupos
indicados (p<0,0001).
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Figura 3 - Carga bacteriana no leito da ferida durante o tratamento com
ConBr (200ug/mL) ap6s o periodo de 3 e 10 dias em compara¢do com um
grupo controle utilizando solugdo salina. A) Lesdes infectadas com cepa de

S. aureus ATCC6538 por 3 dias; B) LesGes infectadas com cepa de S. aureus
ATCC6538 por 10 dias; C) Lesoes infectadas com cepa de S. aureus SA01 por 3
dias e D) Lesdes infectadas com cepa de S. aureus SA01 por 10 dias. *Diferenca
significativa entre os grupos indicados (p<0,05); ****Diferenca significativa
entre os grupos indicados (p<0,0001).

Os dados relacionados a carga bacteriana das feridas
infectadas por S. aureus SA01 mostram resultados diferentes
dos relatados para cepa padrdo. A utilizagdo de uma amostra
bacteriana clinica limitou os efeitos antimicrobianos de
ConBr, que sé foram evidenciados ap6s 10 dias de tratamento,
periodo em que houve uma redugdo estatisticamente

significativa (p<0,05) no nimero de UFC (Figura 3 D).

As infeccOes provocadas por S. aureus estimulam um
aumento da resposta inflamatéria, prolongando a cura de
feridas. O controle da infeccdo impacta positivamente no
processo cicatricial, melhorando a inflamacdo e estimulando
a contracdo de lesOes cutaneas (Figueiredo et al.,, 2023). As
lectinas podem exercer efeitos antimicrobianos por acdo
direta no microrganismo, ou pela estimulacdo da defesa do

hospedeiro no combate ao agente invasor (Fonseca et al., 2022).

Estudos in vitro demonstram o potencial antiviral de
ConBr, que conseguiu inibir diferentes variantes de SARS-
CoV-2, além de bloquear a entrada do virus na célula

hospedeira (Grosche et al., 2023). Essa lectina também se

mostrou importante em infecgBes flngicas, aumentando a
sobrevida de larvas infectadas por Candida albicans (Bazan
et al., 2023) e combatendo leveduras isoladas de secre¢do

vaginal (Gomes et al., 2012).

Em modelos de infeccdo bacteriana, ConBr exerce
efeitos antimicrobianos e imunomoduladores in vitro e in
vivo. Camundongos infectados por Salmonella entérica
serovar Typhimurium e tratados preventivamente com
a lectina, tiveram uma redugdo na carga bacterina de
o6rgdos da cavidade peritoneal (Batista et al., 2017; A. F. B.
Silva et al., 2016). Aqui, o efeito da lectina nas diferentes
cepas bacterianas se mostrou divergente, certamente
pelas diferencas genéticas e fenotipicas das amostras. O
perfil de multirresisténcia e o amplo espectro de genes de
viruléncia relatados para S. aureus SA01 pode contribuir
para a dificuldade observada em seu combate, porém
a persisténcia do tratamento durante 10 dias revelou

resultados satisfatorios (Ferreira et al., 2023).

Os niveis de 6xido nitrico (NO) tecidual também foram
avaliados, as analises revelam que as lesdes infectadas por
S. aureus ATCC6538 e tratadas com ConBr por 3 dias, tiveram
um aumento da expressdao de NO em relagdo ao grupo
controle (figura 4A). Esses achados ndo foram observados
nas feridas infectadas pela cepa clinica (S. aureus SA01),
onde a expressao desse mediador foi similar entre os animais

tratados e ndo tratados (figura 4B).
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Figura 4 - Niveis de 6xido nitrico tecidual nas feridas infectadas por
Staphylococcus aureus e tratadas com ConBr por 3 dias. A) Niveis de 6xido
nitrico nas lesdes infectadas com cepa S. aureus ATCC6538; B) Niveis de 6xido

nitrico nas lesdes infectadas com S. aureus SA01.
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Atuando como importante vasodilatador, NO possui
efeitos dicotomicos que podem estar relacionados a a¢des
pré ou anti-inflamatdrias (Soundararajan et al., 2023). Esse
mediador pode desencadear estimulos relacionados a
atividade angiogénica, producado de colageno e epitelizacdo,
exercendo dessa forma uma reagdo positiva no processo de
cicatrizacdo (AHMED et al., 2022).

Lectinas ligantes de glicose/manose podem agir na
estimulagdo de macrdfagos, uma das principais células
produtoras de NO, o que pode se relacionar ao aumento
desse agente nas feridas tratadas, além disso, uma analise
estrutural de ConBr mostrou uma possivel interagéo de seu
dominio de reconhecimento de carboidratos e a ativagdo
endotelial da NO sintase (Bezerra et al., 2011; L. C. N. da
Silva et al., 2015; Rodriguez et al., 1992). Estudos pregressos
também reportaram resultados semelhantes ao encontrados
neste trabalho, onde o uso de ConBr aumenta a expressao de
NO e de outros mediadores como IL-2, IL-6 e IFN-y (Andrade
et al., 1999; De Oliveira Silva et al., 2011; A. F. B. Silva et al.,
2016; F. de 0. Silva et al., 2014).

CONCLUSOES

A aplicagdo topica da lectina ConBr ndo conseguiu
exercer melhora significativa nos pardmetros inflamatorios,
mas estimulou a contragdo das feridas infectadas. Além disso,
ConBr reduziu a carga bacteriana e aumentou a produgao de
NO nas feridas infectadas por S. aureus ATCC6538 apds 3 dias
de tratamento, ja as feridas infectadas por S. aureus SA01 s
mostraram carga bacteriana reduzida apds 10 dias e os niveis
de NO permaneceram inalterados. Estes resultados fornecem
informacdes relevantes sobre a acdo da lectina ConBr, visto
que seu efeito é pouco avaliado em feridas infectadas, sendo

necessario mais estudos futuros.
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