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RESUMO 

 

Um animal imunocomprometido tem dificuldade de se restabelecer depois de sofrer 

uma injúria. Lectina de sementes de Parkia pendula, PpeL, foi usada como tratamento 

de lesões cutâneas, com o objetivo de alcançar menores efeitos colaterais, considerando 

seu potencial cicatrizante. O metotrexato (0.8 mg/kg/semana) foi usado como uma 

droga imunossupressora. Uma ferida cirúrgica foi produzida (1 cm2) na região dorsal 

em camundongos albinos suíços (Mus musculus), fêmeas normais e imunossuprimidas. 

Feridas foram tratadas diariamente com administração tópica de 100 μL das seguintes 

soluções: Grupo 1 -  NaCl 0.15 M; Grupo 2 -  imunossuprimido NaCl 0.15 M; Grupo 3 

-  PpeL (100 μg/ mL) ; Grupo 4 - imunossuprimido PpeL (100 μg/ mL).  Foram usados 

parâmetros clínicos tais como, edema, hiperemia, crosta, tecido de granulação e 

cicatricial, como também contrações das feridas analisadas durante 12 dias. Biópsias 

para a análise histopatológica e exames microbiológicos foram realizadas após 2º, 7º e 

12º dias. Observou-se a presença de edema e hiperemia em todos os grupos durante o 

período inflamatório. A primeira crosta foi observada a partir do segundo dia somente 

nos grupos tratados com PpeL. A análise microbiológica das lesões revelou que nos dias 

0 e 2, o grupo 3 não apresentou Staphylococcus sp., entretanto foi observada a presença 

da bactéria nos outros grupos todos os dias. O uso da lectina também diminuiu a área da 

ferida, ocorrendo reepitelização total dos grupos 3 e 4 no 11º dia de evolução, enquanto 

os grupos controles alcançaram o fechamento das lesões no 12º dia. O presente estudo 

sugere que PpeL é um potencial biomaterial que apresenta evidência farmacológica 

preliminar no processo de reparo de lesões cutâneas. 
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ABSTRACT 

 

An immunocompromised animal has difficulty to recover after any injury. Parkia 

pendula seed lectin, PpeL, was used to treat cutaneous wounds of normal and 

immunocompromised mice, with minor collateral effect and cicatrization potential. 

Methotrexate (0.8 mg/kg/week) was the immunosuppressive drug. Wounds were 

produced in the dorsal region (1 cm2) of female albino Swiss mice (Mus musculus), 

health and immunocompromised. Wounds were daily topically treated with 100 μl of 

the following solutions: Group 1 - 0.15 M NaCl; Group 2 - 0.15 M NaCl 

immunocompromised; Group 3 - PpeL (100 μg/mL); Group 4 - immunocompromised 

PpeL (100 μg/mL). Clinical evaluation during 12 days included the parameters edema, 

hiperemy, scab, granulation and cicatricial tissues as well as contraction of wounds. 

Biopsies for histopathology analysis and microbiological examinations were carried out 

in the 2nd, 7th and 12th days. The presence of edema and hiperemy was observed in all 

groups during inflammatory period. The first crust was observed from the 2nd day, only 

in PpeL treated groups. Microbiological analysis of wounds revealed in day 0 and 2nd 

day did not show Staphylococcus sp in group 3, however it was detected in other groups 

every day. The lectin markedly reduced area of lesion, inducing a total closing on 

groups 3 and 4 in 11th day of evolution. Control groups had wounds closed in 12th day. 

The present study suggests that PpeL is a biomaterial potential to show preliminary 

pharmacological evidence in the repairing process of cutaneous wounds. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. Processo Cicatricial 

 

A pele recobre toda a superfície do corpo e é o seu maior órgão. É dividida em 

duas camadas distintas, a epiderme e a derme, firmemente unidas entre si. A epiderme é 

a camada mais externa, composta por três diferentes linhagens celulares: os 

queratinócitos, os melanócitos e as células de Langerhans. A derme é a camada mais 

profunda e é formada por tecido conjuntivo (Santos, 2000).  

De acordo com Blanes, a epiderme organiza-se em camadas e à medida que as 

mais superficiais são eliminadas, as camadas mais profundas são restauradas por divisão 

celular. É constituída pelas camadas: espinhosa, granulosa, lúcida e córnea. Apresenta 

queratinócitos intimamente unidos uns aos outros, os quais fornecem uma barreira 

contra a invasão de microorganismos e água. A derme é uma espessa camada de tecido 

conjuntivo que se estende da epiderme até o tecido celular subcutâneo. Nesta camada 

situam-se os anexos da pele (pêlos, unhas, glândulas sudoríparas e sebáceas), muitos 

vasos sanguíneos, vasos linfáticos e nervos. A derme ainda contém muitos tipos 

diferentes de células, incluindo fibroblastos e fibrócitos, macrófagos, mastócitos e 

leucócitos sanguíneos, particularmente neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e monócitos. 

Esta camada fornece uma base firme para a epiderme e para os anexos cutâneos; as 

fibras colágenas proporcionam grande força de tensão e as fibras elásticas dão 

flexibilidade à pele. O controle realizado pelo hipotálamo e pelas fibras nervosas 

simpáticas sobre o fluxo sanguíneo na derme, proporciona um mecanismo de 

termoregulação (Blanes, 2004). Abaixo e em continuidade com a derme encontra-se a 

hipoderme ou tecido celular subcutâneo, que não faz parte da pele, apenas lhe serve de 

união com os órgãos subjacentes. A hipoderme é um tecido conjuntivo frouxo que pode 

conter muitas células adiposas, constituindo o panículo adiposo (Junqueira e Carneiro, 

2004).  

A principal função da pele é servir como uma barreira de proteção frente ao 

ambiente (Singer & Clark, 1999). A perda da integridade de grande parte da pele 

provocada por um ferimento originado por agentes físicos, químicos ou biológicos, 

como no caso de vírus, bactérias, fungos e protozoários (Calvin, 1998), ou ainda por 

doenças como úlceras crônicas de pele causadas pela diabetes mellitus podem levar a 
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uma perda da integridade anatômica e funcional do tecido ou até mesmo a morte (Singer 

& Clark, 1999; Tsirogianni et al., 2006).  

As feridas cutâneas se revestem de importância em função da alta freqüência, do 

sofrimento que produzem, da proliferação bacteriana verificada em expressivo número 

de casos, e também do elevado custo dos tratamentos usualmente ministrados (Ribeiro 

& Schmidt, 2000).  De acordo com Blanes, o processo de reparo tissular compreende 

dois mecanismos de restauração dos tecidos: a regeneração e a cicatrização. A 

regeneração ocorre com reposição tissular original. O trauma inicial gera uma resposta 

inflamatória aguda, manifesta através de edema e formação de exsudato seroso, rico em 

leucócito, que cessa em menos de 24 horas. As células epidérmicas das margens da 

ferida e das invaginações epidérmicas dos folículos pilosos e glândulas sudoríparas e 

sebáceas começam a proliferar e migrar no leito da ferida, ocluindo rapidamente sua 

superfície. O processo de cicatrização de feridas é composto de uma série de estágios 

complexos, interdependentes e simultâneos, que são descritos em fases do ponto de 

vista morfológico, identificam-se três fases consecutivas: fase inflamatória, fase 

proliferativa e de remodelação da matriz extracelular, havendo um dinamismo com 

sobreposição entre elas (Blanes, 2004). Por outro lado, Shimizu considera que a 

cicatrização de lesões cutâneas é um processo biológico dinâmico bem ordenado, onde a 

lesão tecidual acarreta a ruptura e o conseqüente extravasamento do conteúdo de vasos 

sanguíneos, sendo este processo dividido didaticamente nas seguintes fases: hemostasia, 

fase inflamatória, fase proliferativa ou de granulação e de remodelação da matriz 

extracelular, como ilustrado na Figura 1 (Shimizu, 2005).  

 O processo de reparo existe para restaurar a integridade anatômica e funcional 

do tecido, sendo a cura de uma ferida uma sucessão complexa de eventos bioquímicos e 

celulares em resposta à lesão tecidual. Para que um ferimento seja curado com êxito, os 

eventos devem se suceder numa sobreposição das fases ou seqüências de eventos, e o 

resultado final, geralmente uma cicatriz de tecido conjuntivo, configura o somatório 

desse processo (Carvalho, 2002). Assim, se a ferida constitui a solução de continuidade 

anátomo-fisiológica da área lesada, a cicatriz corresponde à tentativa biológica a qual o 

organismo recorre para restaurar a sua integridade (Pilcher et al., 1999).  

A alta complexidade da resposta imune é controlada por diversas moléculas, 

principalmente as citocinas, um grupo de peptídeos ou glicoproteínas de baixo peso 

molecular (8 kDa). Elas influenciam tanto a resposta humoral como a resposta celular. 

Além disso, elas agem também sobre as células de outros sistemas que possuam 
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receptores apropriados, participando da resposta inflamatória, da cicatrização das 

feridas e de outros processos biológicos. A maioria é produzida pelas células do sistema 

imunitário, como macrófagos e leucócitos, porém muitas são sintetizadas por outras 

células, como as células endoteliais e os fibroblastos. As quimiocinas são as citocinas 

que atraem leucócitos para as regiões de inflamação. Entre as células do sistema 

imunitário, os macrófagos atuam como elementos de defesa, fagocitando restos 

celulares, elementos anormais da matriz extracelular, bactérias e elementos inertes que 

penetram no organismo. São também células secretoras capazes de produzir uma 

impressionante variedade de substâncias que participam nas funções dos processos 

inflamatórios e reparo dos tecidos (Junqueira & Carneiro, 2004). 

Figura 1. Etapas do processo cicatricial de lesões cutâneas. Fonte: Experts Reviews in 

Molecular Medicine ©, 2003. Cambridge University Press (Beanes et al., 2003). 
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O primeiro evento que ocorre no processo de cicatrização é o controle da 

hemorragia na área lesionada ou hemostasia (Laurens et al., 2006), uma vez que a lesão 

tecidual causa o rompimento dos vasos sanguíneos com a conseqüente liberação dos 

seus constituintes ainda que este sangramento não seja observado macroscopicamente 

no leito da lesão (Clark et al., 1998). À medida que a hemostasia vai-se concluindo, a 

resposta inflamatória é iniciada (Moore, 1999; Tsirogianni et al., 2006). Clinicamente 

observam-se alguns sinais típicos da inflamação: edema, hiperemia, calor e dor 

(Diegelmann & Evans, 2004). 

A fase inflamatória inicia-se logo após a lesão e é caracterizada pela 

vasoconstrição mediada por fatores neurogênicos e químicos durante um período de 

segundos a minutos; em seguida, pela vasodilatação reflexa local que aumenta a 

permeabilidade vascular, há afluxo de sangue na área, com proteínas séricas, fatores de 

coagulação e plaquetas. A própria lesão endotelial ativa as plaquetas que iniciam a 

formação de um tampão plaquetário, o qual é o processo hemostásico inicial que pára o 

sangramento; simultaneamente a cascata de coagulação é iniciada, convertendo 

fibrinogênio em uma rede de fibras de fibrina insolúveis (Santoro & Gaudino, 2005; 

Laurens et al., 2006), fornecendo dessa forma uma matriz extracelular provisória para a 

migração celular (Diegelmann & Evans, 2004). 

As plaquetas além de facilitarem a formação do tampão plaquetário, também 

secretam fatores de crescimento e citocinas, dentre os quais os dois mais importantes 

são o Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta (PDGF) e o Fator de Crescimento 

Transformante-beta (TGF-β) (Robbins & Cotran, 2005; Santoro & Galdino, 2005; 

Diegelmann & Evans, 2004). O PDGF inicia a quimiotaxia dos neutrófilos, macrófagos, 

células musculares lisas e dos fibroblastos e, além disso, também estimula a mitogênese 

dos fibroblastos e das células musculares lisas. Já o TGF-β, além de atrair os 

macrófagos, também estimula os mesmos a secretarem citocinas adicionais como Fator 

de Crescimento dos Fibroblastos (FGF), Interleucina-1 (IL-1) e o próprio PDGF. A 

presença dos macrófagos no local da injúria indica que a fase inflamatória está 

aproximando-se do fim e consequentemente a fase proliferativa está sendo iniciada 

(Diegelmann & Evans, 2004). 

Os polimorfonucleares (PMN) atuam fagocitando os restos celulares, a fibrina 

remanescente, matriz extracelular (MEC) danificada e possíveis microorganismos 

patógenos oportunistas que infectam a área da lesão. Na verdade essas células imunes 

exercem um papel fundamental na transição entre o processo inflamatório e a fase de 
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fibroplasia, uma vez que possuem fatores de crescimento que atraem fibroblastos para a 

ferida e estimulam a sua proliferação e posterior síntese de colágeno (Werner & Grose, 

2003). Os mediadores bioquímicos estão representados na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Fatores de crescimento envolvidos no processo cicatricial de lesões cutâneas 

(extraído de Aukhil, 2000). 

 
FATOR DE CRESCIMENTO 

 

 
FONTE 

 
EFEITO 

 
Fator de Crescimento de 
Fibroblastos  
(FGF) 
 

 
Macrófagos e 
células epiteliais 

 
Proliferação dos fibroblastos e 
angiogênese. 

 
Fator de Crescimento 
Transformante-α  
(TGF- α) 
 

 
Macrófagos e 
queratinócitos 

 
Reepitelização. 

 
Fator de Crescimento 
Transformante-β1 e β2  
(TGF-β1 e TGF-β2) 
 

 
Plaquetas e  
Macrófagos 

 
Quimiotaxia de fibroblastos e 
macrófagos; síntese da matriz 
extracelular; secreção de inibidores 
de protease. 
 

 
Fator de Crescimento 
Epidermal (EGF) 
 

 
Plaquetas 

 
Reepitelização. 

 
Fator de Crescimento Derivado 
de Plaqueta (PGDF), isoformas 
AA, AB e BB 
 

 
Plaquetas, 
macrófagos e  
queratinócitos 

 
Quimiotaxia de fibroblastos e 
macrófagos; proliferação de 
fibroblastos e síntese da matriz. 
 

 
Fator de Crescimento de 
Queratinócitos (KGF) 
 

 
Fibroblastos presentes 
na derme 

 
Proliferação de queratinócitos. 

 
Interleucina 1 α e β 

 
Neutrófilos 

 
Ativa a expressão do fator de 
crescimento em macrófagos, 
queratinócitos e fibroblastos. 
 

 
Fator de Necrose Tumoral-α 
(TNF- α) 

 
Neutrófilos 

 
Ativa a expressão do fator de 
crescimento em macrófagos, 
queratinócitos e fibroblastos. 
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A fase proliferativa ou de fibroplasia é caracterizada pela formação do tecido de 

granulação, reepitelização e contração de ferida. A neovascularização local ocorre a 

partir de anastomoses dos capilares hipodérmicos em resposta ao FGF e TGF- β, que 

provocam a entrada de células inflamatórias pró-angiogênicas no local da lesão, 

secretados por monócitos e possivelmente por queratinócitos (Thomas et al., 1995; Iba 

et al., 2004).  

A neovascularização da ferida é realizada em várias etapas. Fatores de 

crescimento deverão ser secretados por células e ligar-se a receptores nas células-alvo. 

Alguns peptídeos, a exemplo do TGF-β, não causam mitose nas células endoteliais, 

porém são importantes durante a angiogênese, porque provocam a entrada de células 

inflamatórias pró-angiogênese no local da lesão. Quando as células endoteliais são 

estimuladas, proliferam-se e utilizam proteases para criar novas vias migratórias ao 

local da lesão. Uma vez que os vasos são formados, elementos sanguíneos podem fluir 

através destes (Arbiser, 1996). 

O tecido de granulação inicia o preenchimento no local da lesão 2 ou 3 dias 

depois da sua formação; esse tecido nada mais é do que o próprio tecido conjuntivo, o 

qual recebe essa denominação devido a sua aparência granular, a qual apresenta 

inúmeros capilares (Werner & Grose, 2003). Esse tecido é composto pelas células 

endoteliais, fibroblastos, macrófagos, linfócitos e pela nova MEC. Nessa fase, os 

macrófagos liberam PDGF, TGF-β e o FGF, que estimulam a proliferação e migração 

dos fibroblastos para o local da lesão, sendo estes fibroblastos as células predominantes 

nessa fase da separação tecidual (Tsirogianni et al., 2006), iniciando a síntese de 

secreção de componentes da MEC, como os glicosaminoglicanos, proteoglicanos e as 

fibras colágenas do tipo I e III, associadas à proliferação e ao crescimento interno dos 

capilares (i.e. angiogênese ou neovascularização da ferida) (Regan & Barbul, 1994; 

Steed, 1997). 

Os fibroblastos infiltrados na área da lesão desempenham dois papéis 

significativos: 1º) produzir e depositar grande quantidade de elementos da MEC, 

principalmente fibras colágenas do tipo I e III, que aumentam a força tensil da lesão, 

contribuindo para o fechamento da lesão (Carvalho, 2002); 2º) diferenciar-se em 

miofibroblastos, cuja função primordial é neoformação dermal e contração das margens 

da ferida, aliando-se a elas e unindo-as (Thomas et al., 1995; Moulin et al., 2000; 

Gomathi et al., 2003). Os miofibroblastos foram inicialmente identificados como 

fibroblastos modificados que possuíam características de uma célula muscular lisa, 
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através de microscopia eletrônica no tecido de granulação de feridas cicatrizadas 

(Desmoulière et. al., 2005). A conversão de fibroblastos em miofibroblastos é realizada 

por fatores de crescimento como TGF-β, expressando α-actina do músculo liso e 

tornando-se células musculares lisas capazes de realizar grandes forças contráteis 

(Martin, 1997). 

Outro evento importante nesse período é a reepitelização, iniciada pela migração 

de células epiteliais (i.e. queratinócitos), desde as margens da ferida (Carvalho, 2002). 

Na pele integra, os queratinócitos estão ligados à membrana basal, porém quando ocorre 

a lesão cutânea, estas células se locomovem através de contração dos filamentos de 

actina e miosina e se inserem nos novos complexos de adesão (Martin, 1997). 

O processo de reepitelização é estimulado pelo EGF, TGF-α e pelo fator de 

crescimento de queratinócitos, ocorrendo logo após a ruptura da epiderme, pelo 

movimento dos queratinócitos da margem da lesão sobre a matriz provisória do tecido 

de granulação (Thomas et al., 1995; Werner & Grose, 2003). Simultaneamente à 

migração, as células sofrem alterações fenotípicas específicas como a retração dos 

tonofilamentos intracelulares, dissolução dos desmossomos intercelulares e formação de 

actina citoplasmáticas na periferia (Carvalho, 2002; Ehrlich & Diez, 2003). Tais 

alterações liberam as células da membrana basal subjacente e células epiteliais 

adjacentes, dando-lhes a capacidade de movimentar-se lateralmente. As células migram 

sobre uma matriz extracelular provisória, quando a superfície da ferida está umedecida e 

bem oxigenada, ocorrendo a migração epitelial com maior rapidez (Carvalho, 2002). 

Quando a ferida está preenchida pelo tecido de granulação, a angiogênese cessa 

e os vasos degeneram-se por apoptose (Iba et al., 2004). Posteriormente a rede linfática 

começa a se regenerar e o tecido de granulação adquire mais fibras colágenas. Desta 

maneira, com o passar do tempo (i.e. 5º dia), a MEC provisória é gradualmente 

substituída por uma matriz colagenosa, uma vez que as fibras colágenas tornam-se mais 

abundantes e começam a unir a incisão (Singer & Clark, 1999). 

A fase de maturação ou contração da ferida é marcada pela remodelagem dos 

tecidos no sentido de restaurar a forma e a função do tecido lesado. Caracteriza-se pela 

deposição, agrupamento e remodelação do colágeno associado à regressão endotelial, 

apresentando tecido conectivo, fibras colágenas e poucos vasos sanguíneos (Werner & 

Grose, 2003). 

De acordo com Carvalho, o processo de remodelagem da cicatriz envolve a 

contínua produção, digestão, agregação e orientação das fibrilas de colágeno. A 
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princípio, o colágeno é depositado sobre a fibronectina de maneira aleatória, 

dependendo da natureza e direção das tensões aplicadas ao tecido. Essas fibras de 

colágeno são subsequentemente digeridas pela enzima colagenase e formadas 

novamente, em arranjos similares aos observados no tecido não afetado adjacente. À 

medida que vai ocorrendo a remodelação da cicatriz, as fibras de colágeno ficam 

orientadas paralelamente às forças direcionais aplicadas sobre elas, analogamente às 

fibras de colágeno formadoras de um tendão. Assim sendo, a cicatriz adquire força 

tensil e, portanto, integridade funcional. A colagenase é produzida por vários tipos 

celulares na ferida: leucócitos, macrófagos, fibroblastos e células epiteliais (Carvalho, 

2002), degradando, especificamente, colágenos tipos I, II e III presentes no tecido 

conjuntivo (Wong et al., 2002). 

A cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrótica acrescida de fibras 

colágenas. Observa-se apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais, e os 

eosinófilos aparecem nas últimas fases da reparação, possivelmente devido a fatores de 

crescimento. Os anexos da pele como folículos pilosos e glândulas sudoríparas sofrem 

regeneração limitada; a coloração da cicatriz é pálida, pois a regeneração dos 

melanócitos é deficitária (Dipietro & Burns, 2003). 

A remodelação ocorre durante a fase final do processo reparatório e pode 

continuar durante alguns meses, observando-se síntese, depósito, contração e 

remodelação da MEC neoformada. Os fibroblastos continuam a ser “células-chave” 

neste processo, pois estes migram até o local da lesão de forma dependente da ativação 

por enzimas proteolíticas denominadas metaloproteinases (MMP), as quais são enzimas 

que controlam a degradação do colágeno na lesão, sendo secretadas pelos macrófagos, 

células epidérmicas e endoteliais, assim como pelos fibroblastos (Singer & Clark,1999; 

Naito & Yoshikawa, 2005). Essas MMP desempenham importante função na 

remodelação proteolítica da MEC em vários processos fisiológicos incluindo a 

morfogênese tecidual, reparação tecidual e angiogênese (Kahari & Saarialwo-Kere, 

1997; Wong et al., 2002).  

As MMP-2 e MMP-9 são as duas proteases gelatinolíticas mais atuantes no 

processo cicatricial (Kahari & Saarialwo-Kere, 1997; Armstrong & Jude, 2002). 

Gradativamente, os feixes de fibras colágenas tornam-se mais espessos resultando em 

uma configuração mais regular, a qual está diretamente relacionada às forças mecânicas 

as quais o tecido está sujeito durante a atividade normal. Em resultado ao processo de 

remodelação, a lesão torna-se mais resistente após o colágeno ter sofrido maturação. O 
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tipo de colágeno secretado inicialmente, na fase proliferativa, era do tipo III o qual é 

substituído por colágeno do tipo I, por degradação proteolítica posterior (Stevens & 

Lowe, 1996), resultando assim, no aumento da resistência da cicatriz. O resultado final 

da fase de remodelação da cicatrização é uma cicatriz com aproximadamente 80% da 

força de tensão da pele íntegra (Fazik et al, 2000). 

A pele possui a função de barreira protetora para todos os tipos de fatores 

externos que possam ser prejudiciais ao organismo. Verificou-se que feridas infectadas 

cicatrizam mais lentamente e se não forem adequadamente tratadas podem ocasionar 

infecções sistêmicas. As bactérias encontradas na pele pertencem à flora normal, 

composta por bactérias comensais que geralmente não provocam infecção, e os 

pertencentes à flora transitória, composta principalmente por Staphylococcus aureus ou 

Streptococcus pyogenes. A infecção compromete a reepitelização, porém pouco se sabe 

a respeito da interferência da infecção na migração e na maturação da nova epiderme 

após a formação da lesão (Singer & McClain, 2002; Inngjerdinger et al., 2004). As 

feridas não cicatrizam enquanto estiverem clinicamente infectadas, portanto, esse 

diagnóstico de infecção exige em alguns casos a drenagem de exsudatos, com o objetivo 

de ocasionar o aumento do suprimento sanguíneo adequado (Morison et al., 1997; 

Bikowski, 1998). A cicatrização não pode ocorrer até que todo o material estranho 

resultante do processo inflamatório seja removido do leito das feridas (Bergstron et al., 

1995). 

 

2. Imunossupressão  

 

Uma das formas mais evidentes de se observar a imunodepressão de um 

organismo é após um procedimento de transplante ou enxertia. A rejeição é causada por 

respostas imunes a aloantígenos presentes no enxerto, que são proteínas que variam 

entre indivíduos e são, portanto, reconhecidas como estranhas pelo receptor, mediadas 

por células T CD8 citotóxicas, por células TH1 ou por ambas (Abbas et al., 2002).  

As terapias imunossupressoras têm sido empregadas principalmente no 

tratamento de doenças auto-imunes e nos casos de transplante de órgãos e tecidos. Os 

métodos disponíveis para a inibição das respostas imunes podem ser classificados em 

dois grupos principais, imunossupressão inespecífica e imunossupressão específica. A 

imunossupressão inespecífica se baseia na utilização de antiinflamatórios esteróides e 

drogas citotóxicas que inibem a divisão celular de um modo inespecífico, reduzindo as 
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respostas de células sensíveis a antígenos. Já que também podem danificar severamente 

outras populações celulares. A imunossupressão específica é dirigida ao bloqueio 

seletivo e reversível da atividade do sistema imune, principalmente da atividade das 

células T (Pich et al., 1997).  

Até o momento, as maneiras de imunidade suprimida são pouco compreendidas, 

pois frequentemente tornam o hospedeiro exposto a infecções secundárias por 

organismos patógenos comuns no ambiente. Em contrapartida, há enxertos de tecido 

colocados em determinados locais do corpo que não provocam respostas imunes, ou 

seja, não induzem rejeição. Esses locais são denominados sítios imunologicamente 

privilegiados e compreendem o cérebro, os olhos, a bolsa da bochecha, o útero e os 

testículos do hamster. É observado que os antígenos saem desses sítios e interagem com 

as células T, ao invés de provocar uma resposta imune destrutiva, eles induzem 

tolerância ou uma resposta que não é lesiva ao tecido (Janeway et al., 2002). 

São conhecidas como drogas de ação imunodepressiva a azatioprina, 

ciclosporina, metotrexato, prednisolona e tracolimo. Seus principais mecanismos de 

ação são a redução da função, da proliferação e da resposta das células T, e como efeitos 

adversos são observados nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hipertensão, anorexia e 

distúrbios gastrointestinais (Berel et al., 1996; Moris, 1995; Bondenson, 1997). 

 

3. Materiais Biológicos 

 

A utilização de produtos medicinais de origem natural no tratamento de algumas 

doenças tem sido amplamente utilizada pela população, mas poucas pesquisas têm sido 

realizadas a fim de atribuir a estes os seus efeitos terapêuticos. Há elementos existentes 

na natureza que podem constituir materiais alternativos para o tratamento local das 

feridas, uma vez que os curativos disponíveis, sintéticos ou biossintéticos, utilizados 

tanto em seres humanos como em outras espécies, muitas vezes são deficientes (Silva, 

2000). 

Esses materiais naturais têm sido objetos de pesquisas científicas devido à sua 

disponibilidade e biodegradabilidade na natureza (Spector, 2001), além de conduzirem e 

acelerarem fenômenos de ocorrência biológica como à regeneração de tecidos na 

cicatrização das lesões. Alguns tipos de biomateriais, conhecidos como modificadores 

da resposta biológica, têm sido amplamente utilizados devido aos seus efeitos 

imunoestimulantes (Mitchell, 1988). Na área dos biomateriais tem-se investigado novos 
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materiais que apresentam um conjunto de propriedades que permitem o desempenho e 

aplicações não atingidas pelos materiais ditos convencionais ou tradicionais (Bento, 

2000).  

A utilização de plantas no tratamento tópico de lesões cutâneas foi descrita por 

Andrade et al. (1999) que utilizou o alecrim pimenta (Lippia sidoides cham.) em feridas 

cutâneas produzidas experimentalmente em camundongos. Os extratos das leguminosas 

Stryphnodendron polyphyiium Mart. e Stryphnodendron obovatum Benth. foram  

eficazes no reparo de lesões e como agentes antimicrobianos (Lopes et al., 2005). Aloe 

vera (Aloe barbadensis Miller) da Família das Liliaceae demonstrou atividade 

antiinflamatória, antifúngica e cicatricial (Choi & Chung, 2003) e Plantago major L. da 

Família das Plantaginaceae tem demonstrado em vários estudos atividades 

antiinflamatória, analgésica, antioxidante e cicatricial (Yesilada et al., 1995; Guillén et 

al, 1997). 

Os biomateriais, os quais são definidos como qualquer molécula que tenha a 

capacidade de interagir com o sistema biológico sem induzirem uma resposta adversa 

no hospedeiro, podem ser utilizados na reabilitação de lesões (Spector, 2001). Existem 

várias lectinas com especificidade glicose-manose que têm se destacado por serem 

consideradas possíveis materiais naturais frente à cicatrização experimental como 

aquelas pertencentes à divisão Angiospermae, Família Leguminosae, como a Cratylia 

mollis, Parkia pendula, Canavalia ensiformis, Dioclea violaclea e Canavalia 

brasiliensis, atuando como prováveis biomateriais, potencializando a resposta imune 

frente ao processo experimental de cicatrização (Porto et al., 2006). 

 

4. Lectinas 

 

Lectinas são potenciais biomateriais, cujo estudo teve início no século XIX, com 

a descoberta de que os extratos de algumas plantas, além de serem tóxicas para homens 

e animais, poderiam também aglutinar eritrócitos. Acreditava-se que estes efeitos 

ocorriam devido à contaminação por toxinas bacterianas. Esta hipótese foi desacreditada 

quando Bruylants e Vennerman, em 1884, demonstraram que a toxicidade da semente 

de Abrus precatorius devia-se a uma fração protéica que podia ser precipitada com 

álcool a partir de um extrato aquoso da semente (Moreira et al., 1991). Em 1888, 

Stillmark, a partir de uma preparação protéica parcialmente pura, obtida de Rininus 

communis (i.e. mamona), a qual foi denominada ricina, testou seu efeito em sangue e 
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observou que ao adicionar esta lectina à amostra sanguínea as células vermelhas se 

agrupavam (Beltrão et. al., 2001). 

Lectinas são definidas como proteínas que ligam, especificamente e 

reversivelmente, a mono, oligo ou polissacarídeos sem alterar sua estrutura através de 

sítios de reconhecimento a carboidrato (Sitohy et al., 2007), desempenhando papéis 

importantes em eventos celulares como a aglutinação, proliferação celular, opsonização, 

transdução de sinal, metástases e apoptoses (Tasumi et al., 2002; Nauta et al., 2004; 

Tateno et al., 2002; Maciel et al., 2004; Tsutsui et al., 2006b; Litman et al., 2007). 

Originalmente, lectinas eram consideradas “substâncias semelhantes a 

anticorpos”. Este termo se refere à aparente especificidade de ligação e não pretendia 

refletir a similaridade estrutural (Rüdiger & Gabios, 2001). A ênfase que é dada quanto 

à origem não imune das lectinas serve para distingui-las de anticorpos anticarboidratos 

que aglutinam células Enquanto os anticorpos são estruturalmente similares, as lectinas 

diferem entre si quanto à composição aminoacídica, requerimentos de metais, peso 

molecular e estrutura tridimensional. Além disso, as lectinas não são apenas encontradas 

em animais, mas também em outros organismos que não possuem sistema imune, como 

plantas e bactérias (Moreira et al., 1991).  

As lectinas estão presentes em todas as classes e famílias de organismos, sendo 

encontradas em vegetais superiores, algas, fungos, animais (vertebrados e 

invertebrados), bactérias e em vírus. Em vegetais, elas são detectadas em centenas de 

espécies de plantas (Loris, 2002; Sharon & Lis, 2004; Alencar et al., 2005). No reino 

das plantas, as sementes de leguminosas constituem a principal fonte de lectinas, mas 

estas também são abundantes em tecidos vegetais tais como: raiz, folha, talo, vagem, 

frutas, flores e casca (Coelho & Da Silva, 2000; Wu et al., 2000; Coutiño-Rodríguez et 

al., 2001). 

O papel fisiológico das lectinas em plantas não está claramente definido, mas o 

crescente número de estudos sugere que lectinas são proteínas de defesa que podem 

proteger contra ataques de predadores como vírus, fungos e bactérias (Cavada et al., 

1998; Ratanapo et al., 2001; Sacchettini et al., 2001; Tsutsui et al., 2006a). Atuam na 

relação simbiótica planta/ microorganismo (Ponchel & Irache, 1998; Cavada et al., 

2000; Ratanapo et al., 2001; Limpens & Bisseng, 2003), estimulação, proliferação e 

crescimento celular (Wititsuwannakul et al., 1998) e na interação parasita/hospedeiro 

(Van Damme et al., 1997). 
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Estas lectinas vêm sendo investigadas, de maneira satisfatória, em diversas 

pesquisas, como na indução da produção de histamina em ratos (Gomes et al., 1994), 

indução na produção de óxido nítrico (Andrade et al., 1999), efeito protetor in vivo 

contra infecção pela Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c (Barral-Netto 

et al., 1996), estimulação linfocitária em humanos (Barral-Netto et al., 1992), aumento 

na produção de macrófago e linfócito em administrações intraperitoniais em 

camundongos C3H/HeJ (Rodriguez et al., 1992). 

As lectinas podem se ligar a açúcares livres ou a resíduos de carboidratos de 

polissacarídeos, glicoproteínas ou glicolipídeos, onde podem estar livres ou ligados à 

membrana da célula (Monzo et al., 2007). A presença de lectinas é principalmente 

revelada através de um ensaio de hemaglutinação, como ilustrado na Figura 2, que 

utiliza uma diluição seriada da lectina antes da incubação com eritrócitos (Coelho & Da 

Silva, 2000; Pajic et al., 2002). 

 
Figura 2. Representação esquemática da hemaglutinação e eritrócitos por lectinas. 

 

Os carboidratos específicos podem se ligar a lectinas através de pontes de 

hidrogênio, coordenações metálicas, interações de Van der Walls e interações 

hidrofóbicas (Schwartz et al., 1993; Drickamer & Taylor, 1998). A especificidade de 

uma lectina tem sido analisada através de ensaios de inibição da atividade 

hemaglutinante, utilizando para isto diferentes carboidratos (Gabor et al., 2001; Otta et 

al., 2002). Os eritrócitos utilizados para este ensaio podem ser humanos ou de animais, 

onde estes podem ser tratados enzimaticamente (tripsina, papaína, entre outras) ou 

quimicamente (glutaraldeído ou formaldeído) aumentando ou não a sensibilidade das 

células a lectina (Correia & Coelho, 1995; Coelho & Da Silva, 2000; Mo et al., 2000). 

Vários critérios são utilizados para classificação de lectina, por exemplo, elas 

podem ser agrupadas dentro de famílias distintas de proteínas homológas que 
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apresentam propriedades estruturais comuns, sendo a família das leguminosas a mais 

estudada e caracterizada (Sharon, 1993; Cavada et al., 1998). Uma outra classificação 

para lectinas de plantas baseia-se no número de domínios de ligação a carboidratos e 

outras de natureza não catalítica, dividindo-as em quatro principais tipos distintos: 

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas (Peumans & Van Damme, 1998) e 

superlectinas (Peumans et al., 2001). 

As lectinas, por suas propriedades características, são importantes ferramentas 

em pesquisa na área da Bioquímica, da Biologia Celular, da Medicina, da Imunologia e 

áreas relacionadas. Sabe-se, que as lectinas possuem ação pró-inflamatória. Algumas 

destas induzem a proliferação de linfócitos atuando como agente mitogênico útil para o 

estudo da interação da lectina com células linfocitárias in vitro (Kilpatrick, 1999). A 

porção sacarídica do receptor de células T (TCR) é provavelmente um sítio específico 

de ligação com a lectina, promovendo sua ativação e conseqüente proliferação (Maciel 

et al., 2004). 

Em estudos recentes, com lectinas, foi observada: a indução de apoptose em 

tumor de células humanas (Karasaki et al., 2001); atividade antibacteriana 

(Gaidamashvili & Standen, 2002; Tasumi et al., 2004); atividade anti-fúngica (Freire et 

al., 2002; Wang & Ng, 2003); produção dos chamados medicamentos inteligentes, onde 

estes diferem dos tradicionais por atuarem em células específicas do organismo 

evitando efeitos colaterais, do tipo provocado pela quimioterapia (Woodley, 2001); 

atividade mitogênica (Banerjee et al., 2004). A afinidade das lectinas por glicoproteínas 

de superfície celular tem sido usada para caracterização epidemiológica da Neisseria 

gonorrhoeae e diferenciação de outras espécies de Neisseria (Wu et al., 2001). 

Vários trabalhos mostraram que determinadas bactérias produzem lectinas 

específicas para determinados carboidratos, que fazem uso das mesmas para aderir em 

tecido hospedeiro como sendo o primeiro passo no processo infeccioso. Ao submeter o 

organismo infectado com a bactéria a injeções de carboidratos, a colonização é reduzida 

devido à diminuição de sua adesão ao tecido, havendo bloqueio nos locais de ataque das 

bactérias, um caso claro de terapia antiadesiva contra doenças microbianas. Esta forma 

de aplicação das lectinas é alvo de intensas pesquisas pelas indústrias farmacêuticas 

como método contra infecções (Sharon & Lis, 2001; Rudiger et al., 2000). Além de seus 

papéis fisiológicos, as lectinas estão atraindo um interesse crescente na Biotecnologia, 

devido a sua habilidade em se ligar a carboidratos com considerável especificidade, 
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além de serem excelentes modelos para estudos de interações proteína-carboidrato 

(Rini, 1995). 

O conhecimento detalhado dos mecanismos moleculares do reconhecimento de 

carboidratos pelas lectinas é requerido não apenas para compreender os eventos 

primários em vários processos biológicos, mas também para traduzi-los em aplicações 

na Medicina e na Biotecnologia (Raval et al., 2004). Avanços recentes na compreensão 

da contribuição de glicoconjugados da superfície celular e carboidratos que se ligam a 

proteínas para processos antiinflamatórios têm motivado a criação de gliconjugados 

sintéticos ou lectinas como candidatas para futuras gerações de drogas terapêuticas 

(Ilarregui et al., 2005). 

 

5. Parkia pendula 

 

Pertencente à Família das Leguminosae e subfamília Mimosideae, a Parkia 

pendula recebe como nomes populares: fava de bolota, andirá, angelim, arara-petiú, 

faveira, paricá-grande, pau de arara, visgueiro, sabiú, rabo de arara, murariena, jupuúba, 

e sinonímia botânica: Inga pendula e Mimosa pendula. Sua ocorrência é comum na 

Região da Zona da Mata dos Estados de Pernambuco e Alagoas, e na Região 

Amazônica, sul da Bahia, norte do Espírito Santo e floresta pluvial atlântica, com 

dispersão irregular e descontínua. 

Árvore majestosa de copa larga em forma de chapéu de sol, tem inflorescência e 

depois os frutos pendurados por longos pedúnculos, como ilustrada na Figura 3. 

Floresce durante agosto-outubro e os frutos amadurecem de dezembro-março, 

permanecendo por alguns meses na árvore. Produzem grande quantidade de sementes 

viáveis anualmente, que podem ser armazenadas por mais um ano. Suas flores são 

hermafroditas, e os frutos vagem glabros e não lenhosos contêm de 10-25 sementes 

oblongas, envoltas em substância viscosa, chamada de “goma de visgueiro” ou resina, e 

fétida que prende as sementes às valvas quando o fruto está seco. A obtenção das 

sementes pode ser diretamente no chão ou dos frutos na árvore quando inicia a queda 

espontânea, devendo ser secos ao sol para facilitar a abertura manual e retirada das 

sementes, que em 1,0 kg tem em torno de 8800 unidades (Pio Corrêa, 1984; Lorenzi, 

1998).  

Uma lectina foi purificada, parcialmente caracterizada e cristalizada a partir de 

sementes da Parkia pendula, PpeL (Lombardi et al., 1998). PpeL tem demonstrado 
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potencial utilidade como marcador histoquímico de alterações neoplásicas da mama 

(Beltrão et al., 2001), para a caracterização de tumor meningotelial e para diagnóstico 

clínico-patológico (Beltrão et al., 2003). 

 

 
Figura 3. Visão geral da árvore Parkia pendula do Jardim Botânico de Pernambuco 

(Coriolano, M. C.). 

 

 

JUSTIFICATIVA 

 

As dificuldades muitas vezes encontradas para se manter as condições 

necessárias ao desenvolvimento cicatricial necessitam de estudos constantes visando à 

descoberta de meios que favoreçam e acelere o desenrolar do processo cicatricial. O alto 

índice de perdas cutâneas que acometem os animais domésticos justifica a pesquisa 

incessante em produtos que acelerem o processo cicatricial. 

  A Região Nordeste do Brasil apresenta uma flora abundante, da qual podem ser 

extraídos princípios ativos como as lectinas que possuem propriedades medicinais de 

grande importância. 

 Existem várias lectinas que têm se destacado por serem consideradas materiais 

biológicos eficazes frente à cicatrização experimental, como a lectina de sementes de 

Parkia pendula, PpeL (Porto et al., 2006 ). Desta maneira PpeL será testada em um 

novo modelo experimental de reparo de lesões cutâneas, em camundongos normais e 

imunodeprimidos, a fim de alcançar menores efeitos colaterais, considerando seu 

potencial cicatrizante.  
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OBJETIVO 

 

1. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito do tratamento tópico utilizando PpeL frente a lesões cutâneas 

experimentais em camundongos normais e imunodeprimidos. 

 

 Objetivos Específicos 

 

1.2.1 Realizar o tratamento tópico diário de lesões cutâneas experimentais utilizando 
PpeL. 
 
1.2.2 Acompanhar a evolução do processo de reparo do ponto de vista clínico 

(avaliação clínica das feridas e mensuração de sua área) durante 12 dias. 

 

1.2.3 Acompanhar a cicatrização do ponto de vista histopatológico, através de 

biópsias no 2º, 7º e 12º dias de pós-operatório, sendo analisada a possível 

contaminação das feridas e a estrutura anátomo-funcional das amostras. 
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PARKIA PENDULA SEED LECTIN: POTENTIAL USE TO 

TREAT MICE CUTANEOUS WOUNDS  

 
Marília C. Coriolano1; Cristiane M. L. Melo2; Maria T. S. Correia1; Paulo J. P. 

Santos3; Ana M. A. Carneiro-Leão2; Luana C. B. B. Coelho1* . 

 
1Laboratório de Glicoproteínas 2Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami 
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An immunocompromised animal has difficulty to recover after any injury. Parkia 

pendula seed lectin, PpeL, was used to treat cutaneous wounds of normal and 

immunocompromised mice, with minor collateral effect and cicatrization potential. 

Methotrexate (0.8 mg/kg/week) was the immunosuppressive drug. Wounds were 

produced in the dorsal region (1 cm2) of female albino Swiss mice (Mus musculus), 

health and immunocompromised. Wounds were daily topically treated with 100 μl of 

the following solutions: Group 1 - 0.15 M NaCl; Group 2 - 0.15 M NaCl 

immunocompromised; Group 3 - PpeL (100 μg/mL); Group 4 - immunocompromised 

PpeL (100 μg/mL). Clinical evaluation during 12 days included the parameters edema, 

hiperemy, scab, granulation and cicatricial tissues as well as contraction of wounds. 

Biopsies for histopathology analysis and microbiological examinations were carried out 

in the 2nd, 7th and 12th days. The presence of edema and hiperemy was observed in all 

groups during inflammatory period. The first crust was observed from the 2nd day, only 

in PpeL treated groups. Microbiological analysis of wounds revealed in day 0 and 2nd 

day did not show the bacterium in group 3, however it was detected in other groups 

every day. The lectin markedly reduced area of lesion, inducing a total closing on 

groups 3 and 4 in 11th day of evolution. Control groups had wounds closed in 12th day. 

The present study suggests that PpeL is a biomaterial potential to show preliminary 

pharmacological evidence in the repairing process of cutaneous wounds. 

  

Keywords: Lectin, Parkia pendula, cutaneous wound, immunocompromised mice. 
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1. Introduction 
 

The skin is a complex organ that function in thermal regulation, protecting 

against dehydration through evaporation and acts as a mechanical barrier against 

chemical and biological agent [1]. 

 The cutaneous injuries normally heal in a commanded and efficient way divided 

in the following phases: hemostasis, inflammatory phase, proliferate phase (or 

granulation) and remodeling phase of extracellular matrix (ECM or maturation) [2-4]. 

The healing process is a sequence regulated for ordinate cellular and biochemical events 

with aim to repair injured tissue integrity. The participation of immune system cells 

happens for neutrophils, lymphocytes and macrophages migration to lesion site. The 

cell participates in the inflammatory phase in defence process of the host and is vital to 

regulate healing process to molecular marker secretions, such as cytokines and factors 

of growth [5]. After these events fibroblasts and capillaries invade lesion forming 

granulation contractile tissue that maintain united the lesion margin united. Moreover, 

keratinocytes migrate to the wound center, restoring the integrity of epidermis. The 

refurbishment of collagen occurs in the last stage of healing, and may continue by 

several months. During this period, the ECM is synthesized, deposited, contracted and 

remodeled. The proteolytic enzymes such as matrix metalloproteases (MMP) have 

fundamental importance in this process [6-8].  

 It is a common knowledge through centuries of clinical comments, that the 

infection of wounds compromises the wound healing. Infected wounds heal more 

slowly and, if they not treated adequately could cause systemic infections of skin 

frequently induced by the transitory flora, composed mainly of Staphylococcus aureus 

or Streptococcus pyogenes. The infection compromises reepithelization and increases 

collagen deposition [9, 10]. 
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 Many studies have used immunosuppression to elucidate the biochemical stages 

involving the repair process and, mainly, the immune reply of the organism front to 

injury. The cyclosporine, methotrexate [11, 12] and cyclophosphamide [13] are among 

the most used immunossupressor drugs in these studies in function of its mechanism of 

action to involve the blockade and inactivation of cytokines, factors of growth, integrins 

and polimorphonuclear cells (PMN), which allowed the briefing of some cicatricial 

process stages [14]. 

 A great number of lectins with distinct characteristics and specificities have 

extended its use, as biomaterials, in medical and biological processes. These 

carbohydrate recognition proteins are ubiquitous in organisms. The majority of plant 

seed lectins are present mainly in leguminous and constitute about 10% of total proteins 

of seed, however the isolated amount is small and it varies among 0.1-1% of total [15, 

16]. The called biomaterial can be used in the rehabilitation of injuries, which is defined 

as any molecule that has the capacity to interact with the biological system without 

inducing an adverse reply in the host [17].  

 The aim of this work was the evaluation of topical treatment with PpeL of 

experimental cutaneous wounds in organisms of healthy and immunocompromised 

mice, to reach minor collateral effect, considering the cicatrization potential.  

 

2. Materials and methods 

2.1 Animals    

 Females of albino Swiss mice (n=120), weight 45. 0 ± 2.0 g were obtained from 

the Immunopathology Laboratory Keizo Asami Federal University of Pernambuco 

(Universidade Federal de Pernambuco) – UFPE. Each animal was maintained in an 

individual cage, under controlled environmental conditions (12-h light/dark cycle, 

temperature 23±2ºC and humidity 55±10%) with water and commercial food ad libitum 

(Labina®, Agribrands of Brazil). All animal procedures were in accordance with the 

ethical norms of the International Guiding Principles of Biomedical Research Involving 

Animals to the Council for International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) 

(Genebra, 1985) and the Ethical Committee of UFPE.  

 

2.2 Lectin from Parkia pendula  

 P. pendula seed extract (10% w/v prepared in 0.15 M NaCl was fractionated 

using 20-40%, w/v, ammonium sulphate) and the obtained fraction was submitted to 
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affinity chromatography in Sephadex G-75. PpeL was bioselectively eluted with 0.3 M 

D-glucose in 0.15 M NaCl, and dialyzed against 0.15 M NaCl. Hemagglutinating 

Activity (HA) was in the presence of rabbit erythrocytes. Protein concentration was 

determined according to the method of Lowry et al [18]. 

 

2.3 Immunosuppression induction 

 Methotrexate (MTX) was administered intramuscularly in 0.15 M NaCl in each 

animal using a low-dose (0.8 mg/kg/week) in groups 2 and 4. MTX was administered 

weekly on 7 days before surgery, on surgery day and 7 days after surgery [11]. 

 

2.4 Experimental protocols and groups 

 Animals were divided into four groups (n=30/group) and for the surgical 

procedure were previously anesthetized using 2% xilazine chloridate (10 mg.Kg-1 ) and 

10% ketamine chloridate (115 mg.Kg-1) in subcutaneous injections [19]. Each animal 

was placed in prone position and prepared for aseptic surgery using 2% chlorexidine 

digluconate. A standard wound (1 cm 2) was preformed on the dorsal thoracic region 

using scalpel and curved blade surgical scissors after removal of epidermal and dermal 

layers with minimal bleeding. Wounds were daily topically treated with 100 μl of 

solutions according to mice Groups: 1 - 0.15M NaCl; 2 - 0.15M NaCl 

immunocompromised; 3 - PpeL (100μg/mL); 4 – immunocompromised PpeL 

(100μg/mL).  

 

2.5 Clinical evaluation and contraction of wounds 

 The clinical characteristics of experimental wounds were evaluated every day 

after surgery (AS), taking into consideration the following aspects: edema, hiperemy, 

scab, granulation and cicatricial tissues. Daily, wound areas were measured with 

pachymeter support and were calculated, starting from borders of wounds, using the 

equation A = π [(R + r) / 2]2 (A = wound area; R and r the large and smaller radii of 

wound, respectively) [20].  

 

2.6 Histopathological analysis 

 On each time of biopsy, at the 2nd, 7th and 12th days after surgery, animals were 

subjected to subcutaneous anesthesia were 10 animals were draw back of the 

experimental groups across euthanasia with cervical disruption. After anesthesia, as 
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previously described, samples (fragments of the transition area between complete and 

wounded skin) were colleted. Immediately after withdrawal of skin, samples were 

disposed on filter paper and incubated in formaldehyde 4% (v/v) prepared in Phosphate 

Buffered Saline (PBS) 10mM pH 7.2 and submitted to the histopathology’s procedures. 

Each fragment of skin was dehydrated in crescent concentrations of ethanol, dehydrated 

in xylol and unblocked in paraffin. After microtomy (5 μm), the slices had been stained 

with Trichromic of Masson [21]. 

 

2.7 Microbiological evaluation 

 The microbiological evaluation was carried out through collections by means of 

“Swabs” after surgery (day 0) and at the moment of the biopsies (2nd, 7th and 12th days 

AS). The material was sown in plates on Petri containing agar nutrient and incubated in 

a bacteriological greenhouse at 37º C for 24 h. When contaminated, the bacteria had 

been identified through the morphologic aspects of colonies and staining pattern of 

Gram [22]. 

 

2.8 Statistical analysis 

 The analysis utilized statistical tests with the software Statistic 5.1. The 

homocedasticity of variance was evaluated. Aiming to determine if the area of 

contraction of the lesion was significantly different among the days of analysis, the 

variables were transformed in sine arc of the root and then Analysis of UNi – factorial 

Variances (One way Anova) were used. Following, the Least Significant Difference test  

(LSD) was used to determine among which groups were observed significant difference. 

For the tests and analysis, the level of significance adopted to reject the null hypothesis 

(Ho) were 5% (α = 0,05). 

 

3. Results 

3.1 Clinical evaluation 

 The presence of edema was observed in all groups during the inflammatory 

period. The clinical signal stayed until 6th day in group 3 and 4th day of group 4. A 

significant difference occurred in the parameter edema in group 3 in relation to the 

control, which showed edema until 6th day in group 1 and until 8th day in group 2. Due 

to the dilatation of vascular stream present in lesion region, the hyperemia whose 

purpose is to increase the supplement of oxygen and nutrients to the attacked tissue was 
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observed in the animals in group 3 until 6th day and in group 4 until 4th day. In this stage 

animals in group 2 and group 1 were still presenting this signal in the 7th day. This 

inflammatory characteristic was more intense in the control groups 1 and 2 in relation to 

PpeL treated groups 3 and 4. 

 The first crust was observed from the second day only in PpeL treated groups. 

Between the 2nd to 8th days in group 3; 2nd to 11th days in group 4; 2nd to 11th days in 

group 2 and in the 1st to 4th days in group 1 in all animals showed first crust. A 

significant difference was occurred with formation the second crust identified 

macroscopically between the 5th to 10th day in group 1. However, the second crust, that 

is formed when it is complete or partial unfastening of the first crust in the injured tissue 

enough to dry up and consequently to form the second crust. 

 The presence of the granulation tissue was observed between the 3thto 7th days in 

group 3; the 5th to 11th days in group 4, while in group 1 was observed between 4th to 

11th days and the group 2 was observed between 7th to 12th days. The presence of the 

granulation tissue was observed in all groups with a delay in the controls groups. 

 The evolution of the injured areas and related contraction averages are 

illustraded in the Figure 1. The statistical analysis by variance analysis (ANOVA) with 

p ≤ 0.05 demonstrated a significant difference in the average of the area contraction in 

the injuries of treated group 3 (p = 0.039) and the subsequent LSD test (p≤0.05) 

confirmed this significant difference during the 12 days (Table 1). In experimental mice, 

closing of all injuries was observed for the control groups in day 12, and for the groups 

3 and 4 in day 11 (Table 1). 

 

3.2 Microbiological Evaluation 

 The microbiological analysis of injuries disclosed a good surgical asepsis (in 

time 0) and all the groups were contaminated to the long of 12 days. At zero time no 

microbial growth was found showing that the assay was carried out in aseptic way. 

Animals of all groups presented the commensally bacterium Staphyloccocus sp. that 

belongs to normal skin microbiota. In day 0 and 2nd day did not show the bacterium in 

group 3, however it was detected in other groups every day. 

 

3.3 Histopathological Analysis 

  The histopathological slices differed from the macroscopic aspect of injuries. 

On the 2nd day groups 3 and 4 presented a transition area between the complete skin and 
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injury, most defined than the control groups 1 and 2. In this period the control and 

treated groups presented similar histopathological characteristics, such as crust, 

infiltrated inflammatory, angiogenesis or neovascularization, suggesting a beginning of 

vascular granulation tissue (Figures 1 and 2). 

 On the 7th day the transition areas of injuries from groups 3 and 4 were 

characterized by a reepithelization more extensive in direction to the center of injury, 

supported by a fibrovascular granulation tissue and presence of keratin. In relation to 

infiltrate inflammatory and PMN it was observed a deficiency or reduction of cells in 

the site of injuries from immunocompromised animals, in relation to health animals 

(Figures 1 and 2). 

 On the 12th day the injuries of groups 3 and 4, besides been closed first than its 

respective control groups, demonstrated an excellent repair in relation to deposition of 

collagen, presence of keratin and beginning of annex sprout developments (Figure 2). 

Control group 1 showed significant collagen deposition and reepithelization. On group 

2 histopathological slices demonstrated that it was deposited a matrix poor in collagen 

fibers in the site of wound that conferred local tension fragility and inefficient tissue 

repair (Figure 1). 

 

4. Discussion  

 Parkia pendula belongs to the Leguminosae family Mimosoideae subfamily, and 

is popularly known in Brazil as visgueiro [23, 24]. A glucose/mannose specific lectin 

was purified, partially characterized and crystallized from seeds of P. pendula, PpeL 

[25]. PpeL showed to be a potential histochemical marker to breast neoplasic alterations 

[26], useful for characterization of meningothelial tumour and clinico-pathological 

diagnosis [27]. 

 Lectins extracted from plants have already been used as biomaterials to 

modulate the biological reply of individuals and have demonstrated the capacity of cell 

activation from the immune system [28, 29]. Immune cells are vital to regulate the 

wound healing process through secretion of signaling molecules, such as cytokines, 

lymphokines and factors of growth [5]. 

 It has been showed that plant lectins have pro-inflammatory action [30, 31]. 

Some induced the proliferation of lymphocytes, acting as useful mitogenic agents for 

the study of lectin interaction with lymphocyte cells in vitro [32]. The carbohydrate 

portion of the T cell receptor is probably a specific site of lectin binding, promoting its 
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activation and consequent proliferation [33]. Many leguminous lectins of glucose-

mannose specificity stimulate pro-inflammatory effects mediated by its binding to 

monosaccharides [28]. Kesherwani & Sodhi [34] believe that Concanavalin A (Con A) 

induces activation of macrophages from BALB/c mice in vitro, which could be 

observed by the production of various pro-inflammatory cytokines including TNF-α, 

whose production by activated macrophages is central to immuno-regulatory role of 

macrophages. 

 In respect to the inflammatory characteristics, the reduction of PMN cells in the 

site of injuries of immunocompromised animals can be justified by the action of 

immunossupressor used, MTX, which affects directly the subunit CD18 molecule that 

constitute β2 integrin of lymphocyte cellular surface [11]. The β2 integrin is necessary 

to normal development of inflammatory reply; deficiency of CD18 subunit do not 

induce leukocyte migration to tissues due to lack of a firm adhesion to endothelium and, 

as a result, it has a reduction in inflammation site [35]. However, the higher incidence of 

PMN in inflammatory site in groups 3 could be explained in previous studies that 

showed stimulation of neutrophil migration [28, 16], mitosis of lymphocytes [33] and 

release of histamine in mastocytes for lectins. 

 In the fibroplasia phase it could be observed that injuries of group 3 showed 

meaningful collagen deposition, however this aspect was suffering poor deposition on 

group 4. After the inflammatory phase occurs appears growing to fill cutaneous 

imperfection through a neovascularization, being granulation tissue filled later on with 

collagen mainly of type III [36]. Studies afirmed that CD18 present in the surface of 

phagocytes (i.e. neutrophils) during the migration emits a chemical signal that induces 

infiltrates of macrophages to secretion of TGF-β1 [14]. Therefore the lack of CD18 in 

one or another cell leads to an extremely reduced release of TGF-β1 due to defective 

adhesion and to subsequent extravasation of phagocyte in injured area. The deficient 

release of TGF-β1 promotes a delay in arrival in myofibroblasts in the site of injury 

with a consequence of deficit collagen staple fiber depositions [37]. The fibroblast 

differentiation in myofibroblast represents a key event on cicatricial process; increasing 

of contractile force is the principal aspect observed [38].  

 The adhesion to the endothelium is a prerequisite for the movement of 

leukocytes from blood to tissues, a factor characteristic of inflammation. It has been 

showed that recognition of carbohydrate specific cells by membrane lectins may 

mediate, at least in part, adhesion to cells of vascular endothelium and migration of 
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leukocytes to inflamed tissues [28]. Plants lectins, especially glucose-mannose specific 

lectins similar to Con A, can modulate the recruitment of neutrophils by indirect 

mechanisms [16]. 

 The final and important stages in cicatricial process are characterized by total 

closing of injury. PpeL demonstrated to be efficient in the contraction of area in the 

injury in all days, in animals with normal and immunocompromised health. Various 

aspects in healing process are considered among them and constitute the characteristic 

type of closing injuries.  

 The "swabs" carried through wounds of animals had been accurate in the area of 

injury, or either, over the crust. Then, no matter how contaminated the wounds were 

they did not have a local infection to reveal secretions or significant alterations. 

Moreover, identified microorganisms belonged to natural animal microbiota, or either, 

Staphilococcus sp. and Micrococcus sp. Bacteria [39]. In this work, the microbiological 

analysis of injuries disclosed in day 0 and 2nd day did not observe presence of 

Staphyloccocus sp. in group 3, however it was observed the presence in other groups 

every day. The lectin markedly reduced area of lesion, inducing a total closing on 

groups 3 and 4 in 11th day of evolution. Control groups had wounds closed in 12th day. 

The present study suggests that PpeL is a biomaterial potential to show preliminary 

pharmacological evidence in the repairing process of cutaneous wounds. 

  The utility of lectins to detect and study carbohydrates in solution and cell 

surfaces, as well as their ubiquitous occurrence in nature, represent a major stimulus to 

its continous evaluation as viable excipients for pharmaceutical and medical 

applications [40].  
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LIST OF CAPTIONS 
 
 
Table 1.  Significant differences in the average of contraction area of injuries by LSD 

test.  

 

Figure 1. Histopathological aspects of the cutaneous wound treated with 0.15 M NaCl, 

Trichromic of Masson. Group 1: A (200X, 2nd); B (100X, 7th) and C (100X, 12th). 

Group 2: D (200X, 2nd); E (200X, 7th) and F (100X, 12th). c-crust; i-infiltrated 

inflammatory; a-angiogenesis; v-vascular granulation tissue; ep-epidermis; fv-

fibrovascular granulation tissue; d-dermis. 

 

Figure 2. Histopathological aspects of the cutaneous wound treated with PpeL, 

Trichromic of Masson . Group 3: A (100X, 2nd); B (100X, 7th) and C (100X, 12th). 

Group 4: D (100X, 2nd); E (100X, 7th) and F (100X, 12th). c-crust; i-infiltrated 

inflammatory; a-angiogenesis; fv-fibrovascular granulation tissue; ep-epidermis; tf-

fibers tissue; ac- cutaneous annex; k- keratin. 
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Table 1 
 
 

Groups 
 

DAY 
 
1 
 

 
 2 

 
3 

 
 4 

Area of experimental wounds (cm 2) 
 
2 
 

 

0.916 ± 0.011
a

 

0.977 ± 0.093
a

 

0.964 ±0.067
b

 

0.978 ±0.354
c

 
3 
 

 

0.803 ± 0.006
a

 

0.937 ±0.009
a

 

0.853 ±0,122 b
 

0.939 ±0.156
c

 
4 
 

 

0.800 ± 0.007
a

 

0.86 ±0.064
a

 

0.785 ±0.122 b
 

0.850 ±0.049
c

 
5 
 

 

0.775 ± 0.169
a

 

0.741 ±0.047
a

 

0.704 ±0.078 b
 

0.732 ±0.028
c

 
6 
 

 

0.754 ±0.190
a

 

0.491 ±0.221
a

 

0.659 ±0.078 b
 

0.521 ±0.049
c

 
7 
 

 

0.579 ± 0.173
a

 

0.423 ±0.177
a

 

0.448 ±0.009 b
 

0.368 ±0.049
c

 
8 
 

 

0.495 ±0.165
a

 

0.292 ±0.012
a

 

0.254 ±0.010 b
 

0.156 ±0.113
c

 
9 
 

 

0.190 ±0.146
a

 

0.174 ±0.009
a

 

0.113 ±0.007 b
 

0.074 ±0.071
c

 
10 
 

 

0.154 ±0.365
a

 

0.075 ±0.022
a

 

0.074 ±0.006 b
 

0.046 ±0.127
c

     
11 
 0.099 ±0.081

a
0.003 ±0.008

a - - 

 
 

Mice Groups: 1 - 0.15 M NaCl; 2 - 0.15 M NaCl immunocompromised; 3 - 

PpeL (100 μg/mL); 4 - immunocompromised PpeL (100 μg/mL). Lyrics (a, b 

and c) equal in the horizontally did not differ significantly to the level of 5% of 

significance by LSD test. 
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Figure 1  
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CONCLUSÕES 
 

- Os sinais inflamatórios iniciais e de reparo das lesões foram menos intensos e 

permaneceram por menos tempo nos grupos 3 e 4 tratados com PpeL. 

 

- A diminuição da área ocorreu de forma significante nos grupos 3 e 4 em relação aos 

seus respectivos controles.  

 

- A análise microbiológica das lesões revelou que o grupo 3 nos dias 0 e 2 não 

apresentou Staphylococcus sp., microorganismo que faz parte da microbiota normal da 

pele, entretanto foi observada a presença da bactéria nos outros grupos todos os dias. 

 

- A análise histopatológica das lesões apresentou pequenas diferenças entre os grupos 3 

e 4 e seus respectivos controles, sendo evidenciada a presença de um tecido de 

granulação fibroso nos grupos tratados. 

 

- Os resultados obtidos demonstraram que PpeL é capaz de estimular o processo 

cicatricial tanto em animais com saúde normal, como em animais imunossuprimidos. 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 O presente estudo oferece evidência farmacológica preliminar sobre o uso de 

PpeL como provável biomaterial frente ao processo de cicatrização. 
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