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Ata da defesa de dissertacdo da Mestranda Fernanda Vidal de Souza Araujo,
realizada em 26 de fevereiro de 2007, como requisito final para obtengao do titulo
de Mestre em Bioquimica.

As 14:15 minutos do dia 26 de fevereiro de 2007, foi aberto, no Auditério Prof,
Marcionilo Lins - Depto. de Bioquimica/UFPE, o ato de defesa de dissertacao da
mestranda Fernanda Vidal de Souza Araujo, aluna do Curso de Mestrado em
Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Maria Tereza dos
Santos Correia, Chefe do Depto. de Bioquimica, na impossibilidade da presenca
da Coordenadora do Curso supra citado, Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes Lima,
fez a apresentacdo da aluna, de sua orientadora, ela propria, da sua Co-
Orientadora Profa. Dra. Ana Maria dos Anjos Carneiro Ledo, do Depto. de
Morfologia e Fisiologia Animal/lUFRPE, e da Banca Examinadora composta pelos
professores doutores: Maria Tereza dos Santos Correia, na qualidade de
Presidente, Maria das Gragas Carneiro da Cunha, ambos do Depto. de
Bioguimica, Adriana Carla Cavalcante Malta Argolo, Pesquisadora do CCB/UFPE,
e Mario Ribeiro de Melo-Junior, da ASCES -Associacao Caruaruense de Ensino
Superior. Apds as apresentagbes, a Sra. Presidente convidou a aluna para a
apresentacao de sua dissertacdo intitulada: “Avaliagao do tratamento topico
com a lectina de Eugenia malaccensis frente a cicatrizacdo cutinea em
camundongos”, e informou que de acordo com o Regimento Interno do Curso, a
candidata disporia de até 50 (cinguienta) minutos para apresentacao do trabalho e
© tempo de arguicao para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo
aluno para responder as perguntas seria de 30 (trinta) minutos. A aluna procedeu
a explanagao e comentarios acerca do tema em 35 (trinta e cinco) minutos. Apds a
apresentacao da mestranda, a Sra. Presidente convidou a Banca Examinadora
para ocupar seus lugares e passou a palavra ao primeiro examinador, a Profa.
Dra. Adriana Carla Cavalcante Malta Argolo, em seguida para o Prof. Dr. Mario
Ribeiro de Melo-Junior, e finalmente para a Profa. Dra. Maria das Gragas Carneiro
da Cunha, os quais agradecerem o convite, fizeram alguns comentarios e
sugestées. Ao final de suas respectivas arguicoes, os referidos professores
deram-se por satisfeitos. Em seguida, a Sra. Presidente usou da palavra para
lecer alguns comentarios, agradecer a Banca Examinadora e parabenizar a
candidata. Finalmente, a sessao foi Suspensa para proceder ao julgamento pela
Banca Examinadora, a qual se reuniu na Secretaria do Curso. Apés alguns
comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mencgao “Aprovada
com Distingao”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai
assinada por mim, Secretario, e demais membros da Banca Examinadora. Recife,
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RESUMO

A lectina EmaL foi extraida da Eugenia malaccensis, importante espécie da familia
Mpyrtaceae. Com o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento tépico com a EmaL no
processo cicatricial cutdneo, foi produzida uma ferida na regido dorsal (1 cm®) em
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas (n= 15/grupo), tratados
diariamente com EmaL 10 pg e NaCl 150 mM durante 12 dias. A avaliacao clinica foi
realizada diariamente, observando-se que as feridas tratadas com a Emal apresentaram
sinais inflamatdrios como edema (y° = 3,63; p< 0,05) e hiperemia (3* = 2,66; p< 0,05)
estatisticamente menos intensos quando comparadas ao controle. No 12° dia PO, as
lesdes tratadas com a lectina e o grupo controle apresentaram uma area média de 0,02 +
0,01 cm” e 0,02 + 0,02 cm?, respectivamente. Biopsias para analise histopatologica e
exames microbioldgicos foram realizados apos 2, 7 e 12 dias. A analise microbioldgica
das lesdes evidenciou apenas o crescimento de  Staphylococcus  sp.
Histopatologicamente, no 12° dia, as lesdes tratadas com a Emal apresentaram
reepitelizagao (completa ou parcial), e areas de transi¢do mais bem evidenciadas do que
as do grupo controle, especialmente devido ao arranjo bem organizado das fibras
colagenas presentes no tecido de granulacdo fibroso. O presente estudo sugere uma
evidéncia farmacologica preliminar sobre o uso da EmaL no processo de reparagdo de

feridas cutaneas.

Palavras-chave: Lectinas; Eugenia malaccensis; feridas cutaneas; cicatrizagao.



ABSTRACT

The EmaL lectin was extracted from Eugenia malaccensis, important specie of the
Myrtaceae family. Aiming at to evaluate the influence of the topical treatment with the
EmaL in the cutaneous healing process, a wound was surgically produced in the dorsal
region (1cm?) in female albino Swiss (Mus musculus) mice (n = 15/grupo) and daily
treated with 10 ug of Emal and 150 mM NacCl during 12 days. In the daily clinical
evaluation it was found that the wounds treated with the EmaL presented inflammatory
signals as edema (*= 3.63; p< 0.05) and hyperemia (> = 2.66; p< 0.05) statistically less
intense when compared to the control. On the 12t post surgical day, the wounds treated
with the lectin and the group control presented an average area of 0.02 + 0.01 cm?” and
0.02 £+ 0.02 cm’, respectively. Biopsies for histopathology analysis and microbiologic
examinations were carried out on the 2", 7" and 12™ days. The microbiological analysis
of the wounds evidenced only the growth of Staphylococcus sp. From the
histopathological point of view, on the 12™ day, the injured tissue treated with EmaL
presented reepithelization (complete or partial) and areas of transition more evidenced
than those of the control group, especially due to well organized pattern of collagen
fibres presented in the fibrous granulation tissue. The present study suggests a
preliminary pharmacological evidence for the use of the EmaL in the repairing process

of cutaneous wounds.

Keywords: Lectin, Eugenia malaccensis, cutaneous wound, wound healing.



INTRODUCAO
1. Processo cicatricial

A funcdo primdria da pele é servir como uma barreira protetora frente ao
ambiente (Singer & Clark, 1999). A perda da integridade de grande parte da pele
provocada por um ferimento originado por agentes fisicos, quimicos ou biologicos,
como no caso de virus, bactérias, fungos e protozoarios (Calvin, 1998), ou ainda por
doencas como tlceras cronicas de pele causadas pela Diabetes Mellitus podem levar a
uma perda da integridade anatdmica e funcional do tecido ou até mesmo a morte (Singer
& Clark, 1999; Tsirogianni et al., 2006). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS, 2004) ha no Brasil cerca de 4,5 milhdes de diabéticos, sendo este o 8° pais do
mundo com o maior nimero absoluto de individuos com esta doenca; além disso, ainda
segundo a OMS (2002) todos os anos no Brasil mais de 1 milhdo de pessoas sofrem
queimaduras.

O processo cicatricial envolve uma complexa seqiiéncia de eventos celulares e
bioquimicos com o objetivo de restaurar a integridade tecidual apds o trauma (Schirato
et al.,, 2006). Deve-se ressaltar existir uma diferenca entre regeneragdo tecidual e
cicatrizacdo. A primeira envolve a reconstituicdo dos componentes teciduais de forma
idéntica aqueles destruidos; a cicatrizagdo, pelo contrdrio, é uma resposta
fibroproliferativa, na qual os anexos epidérmicos nao se regeneram € mantém uma
cicatriz de tecido conjuntivo em lugar da rede mecanicamente eficiente de coldgeno na
derme ndo ferida. Porém, em feridas muito superficiais, o epitélio € reconstituido e pode
haver pouca formagao cicatricial (Robbins & Cotran, 2005).

Segundo Digelmann & Evans (2004) um tecido que sofreu algum tipo de lesao
pode apresentar um dos seguintes tipos de reparacdo tecidual: i, reparagdo normal,
resposta na qual ha o restabelecimento do equilibrio anatdomico-funcional do tecido, fato
esse que ocorre na maior parte dos traumas em humanos; ii, cicatrizagdo excessiva, em
que ocorre uma excessiva deposi¢do de tecido conjuntivo, o que resulta na alteracao da
estrutura tecidual, com perda da sua funcdo, a exemplo das queldides e as cicatrizes
hipertroficas; iii, a cicatrizacdo deficiente opde-se a cicatrizagdo excessiva, havendo
uma deposicdo insuficiente de tecido conjuntivo, o que resulta em um tecido
enfraquecido, o qual pode-se romper. Ulceras cronicas nio-cicatrizadas sdo exemplos

dessa disfuncdo; iv, regeneragdo, processo no qual ocorre a perda anatdomica-funcional
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do tecido, porém ¢ possivel restaura-lo exatamente igual a antes da formagdo da lesdo.
Formas menores de vida como os caranguejos ¢ as salamandras sdo capazes de realizar
€sse processo.

As lesdes cutineas normalmente cicatrizam de uma maneira ordenada e
eficiente, sendo este processo didaticamente dividido nas seguintes fases: hemostasia,
fase inflamatoria, fase proliferativa ou de granulagdo e de remodelacdo da matriz
extracelular ou maturacdo (Figura 1) (Singer & Clark, 1999; Clark, 2001; Diegelmann
& Evans, 2004; Branski et al., 2005; Shimizu, 2005; Kurokawa et al., 2006; Laurens et
al., 2006). A transi¢dao entre essas fases ¢ bastante sutil, uma vez que as mesmas se
sobrepdem e esta categorizacdo didatica ¢ de certa forma arbitraria.

Sabe-se que o sistema imunolédgico participa de forma ativa do fendmeno da
cicatrizacdo. Tradicionalmente a resposta imunolédgica tem sido dividida em imunidade
inata e adquirida. A imunidade inata fornece a primeira linha de defesa frente a
materiais estranhos presentes no sitio da injuria, sejam eles células, constituintes
celulares ou microrganismos. Seus componentes principais sao as células fagocitarias
como os neutrofilos, macréfagos, células Natural Killer (NK) e as proteinas do sistema
complemento. J4 a imunidade adquirida constitui a segunda, porém a mais eficiente e
especifica resposta frente aos antigenos. Ela ¢ subdividida em imunidade celular, a qual
¢ mediada pelos linfécitos T que secretam citocinas e a imunidade humoral, mediada
pelos linfocitos B que sintetizam os anticorpos (Medzhitov & Janeway, 2000). Segundo
Diegelmann & Evans (2004), as citocinas apresentam uma massa molecular média que
varia entre 4 ¢ 60 KD e determinam a ativacdo celular, mesmo quando estdo presentes
em quantidades muito pequenas. Em geral, sdo fatores muito estaveis, entretanto em
ambientes de feridas cronicas hd o aumento no nimero de neutroéfilos liberando enzimas
proteoliticas, as quais levam a destrui¢cao dessas citocinas.

Entre as células citadas anteriormente, os macrofagos desempenham um papel
fundamental no fenomeno imunoldgico que ocorre durante o processo de cicatrizagao.
Essas células ndo so6 “orquestram” o inicio da reagdo inflamatoria, fagocitando tecidos
mortos ou materiais estranhos presentes no sitio da injuria, mas também produzem
moléculas que participam ativamente dos mecanismos de reparagdo tecidual

(Tsirogianni et al., 2006).
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Figura 1. Etapas do processo cicatricial de lesdes cutaneas. Fonte: Experts Reviews in
Molecular Medicine ©, 2003. Cambridge University Press.

O primeiro evento que ocorre no processo de cicatrizacdo € o controle da
hemorragia na area lesionada ou hemostasia (Laurens et al., 2006), uma vez que a lesdo
tecidual causa o rompimento dos vasos sanguineos com a conseqiiente liberagao dos

seus constituintes, ainda que este sangramento ndo seja observado macroscopicamente
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no leito da lesdo (Clark et al., 1998). A propria lesdo endotelial ativa as plaquetas que
iniciam a formagao de um tampao plaquetario, o qual € o processo hemostasico inicial
que para o sangramento. Em paralelo, a cascata de coagulagdo ¢ iniciada, o que resulta
na conversdo do fibrinogénio em uma rede de fibras de fibrina insoliveis (Santoro &
Gaudino, 2005; Laurens et al., 2006), fornecendo dessa maneira uma matriz extracelular
(MEC) provisoria para a migragao celular (Diegelmann & Evans, 2004).

Segundo Robbins & Cotran (2005) e Santoro & Galdino (2005), as plaquetas
além de facilitarem a formacdo do tampdo plaquetario, também secretam fatores de
crescimento e citocinas, dentre os quais os dois mais importantes sdo o Fator de
Crescimento Derivado de Plaqueta (PDGF) e o Fator de Crescimento Transformante-
beta (TGF-B) (Diegelmann & Evans, 2004). O PDGF inicia a quimiotaxia dos
neutréfilos, macréfagos, células musculares lisas e dos fibroblastos e, além disso,
também estimula a mitogénese dos fibroblastos e das células musculares lisas. Ja o
TGF-B, além de atrair os macrofagos, também estimula os mesmos a secretarem
citocinas adicionais como FGF (Fator de Crescimento dos Fibroblastos), IL-1
(Interleucina-1) e o proprio PDGF (Diegelmann & Evans, 2004).

A medida que a hemostasia vai-se concluindo, a resposta inflamatéria ¢é iniciada
(Moore, 1999; Tsirogianni et al., 2006). Clinicamente observam-se alguns sinais tipicos
da inflamacao (edema, hiperemia, calor e dor), de acordo com Diegelmann & Evans
(2004). No universo microscopico, os neutrdfilos sdo os primeiros tipos celulares
sanguineos a se apresentarem na area da lesdo, poucos minutos apds a sua formagao,
devido a quimiotaxia por mediadores liberados pelas plaquetas (especialmente o PDGF
e o TGF-B), células pertecentes ao sistema imune (principalmente os macrofagos),
microrganismos ou ainda devido a ativagdo do sistema complemento (Park & Barbul,
2004; Szpaderska & Dipietro, 2005; Tsirogianni et al., 2006).

Quantitativamente, o pico de neutr6filos na lesdo ocorre aproximadamente 24 h
ap6és a sua formagdo, e a sua funcao principal ¢ fagocitar o material estranho e os
microrganismos presentes no sitio da lesdo (Tsirogianni et al., 2006). Segundo Martin
(1997) e Werner & Grose (2003) além de sua fun¢do fagocitaria, os neutrdfilos possuem
acdo pro-inflamatoria devido a liberagdo de citocinas que ativam os fibroblastos e as
células epiteliais (queratinocitos).

Caso a ferida ndo esteja severamente infectada, em poucos dias o nimero de

neutrofilos diminui devido a fagocitose realizada pelos macréfagos. Desta maneira,
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depois de um ou dois dias, monocitos teciduais infiltram-se no local da lesdo e
diferenciam-se em macréfagos que participam e concluem o processo inflamatorio,
realizando um debridamento no local da injuria, processo esse facilitado pela fagocitose
e pela produ¢do de enzimas como a colagenase e elastase (Park & Barbul, 2004;
Szpaderska & Dipietro, 2005). Seu efeito antimicrobiano ocorre também devido a
liberacao de oxigénio, 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio no local da lesdo (Schiffer
et al., 2004). Segundo Diegelmann & Evans (2004), a presenga dos macrofagos no local
da injiria indica que a fase inflamatoria estd aproximando-se do seu fim e
consequentemente a fase proliferativa esta sendo iniciada.

O surgimento do tecido de granulagdo, a reepitelizagdo e a contracao da ferida
ocorrem durante a fase proliferativa, os quais desempenham papéis importantes na
cicatrizacdo normal (Regan & Barbul, 1994). O tecido de granulagdo inicia o
preenchimento no local da les@o 2 ou 3 dias depois da sua formagao, onde esse tecido
nada mais ¢ do que o proprio tecido conjuntivo, o qual recebe essa denominagdo devido
a sua aparéncia granular, a qual apresenta inimeros capilares (Werner & Grose, 2003).

O tecido de granulagdo ¢ composto pelas células endoteliais, fibroblastos,
macrofagos, linfocitos e pela nova MEC. Nessa fase, os macrofagos liberam PDGF,
TGF-B e o FGF, que estimulam a proliferacdo e migracdo dos fibroblastos para o local
da lesdo, sendo estes fibroblastos as células predominantes nessa fase da reparagdo
tecidual (Tsirogianni et al., 2006), iniciando a sintese e secrecdo de componentes da
MEC, como os glicosaminoglicanos, proteoglicanos e as fibras colagenas do tipo I e I,
associadas a proliferacdo e ao crescimento interno dos capilares (angiogénese ou
neovascularizagdo da ferida) (Regan & Barbul, 1994; Steed, 1997). Esses novos vasos
permitem a passagem de nutrientes e oxigénio para dentro do espaco extravascular, o
que ¢ importante para manter a atividade metabdlica das células presentes nessa nova
MEC. Assim, o tecido de granulagdo ¢, com freqiiéncia, edemaciado (Robbins &
Cotran, 2005).

Devem-se ressaltar dois papéis significativos desempenhados pelos fibroblastos
infiltrados na area da lesdo: i, produzir e depositar grande quantidade de elementos da
MEQC, principalmente fibras colagenas do tipo I e III, que aumentam a forga ténsil da
lesdo contribuindo para o fechamento da mesma (Carvalho, 2002); ii, Diferenciar-se em
miofibroblastos, os quais apresentam feixes compostos por microfilamentos de actina

dispostos ao longo do citoplasma, cuja fun¢do primordial ¢ promover a contragdao das
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margens da ferida, alinhando-se a elas e unindo-as (Thomas et al., 1995; Moulin et al.,
2000; Gomathi et al., 2003).

O estimulo responsavel pela angiogénese estd relacionado a liberacdo de
diversos fatores de crescimento como o FGF, liberado pelos macrofagos e pelas células
endoteliais danificadas e o VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial), secretado
pelos macrofagos e queratindcitos (Tsirogianni et al., 2006). Alguns peptideos, a
exemplo do TGF-3 ndo causam mitose nas células endoteliais, porém sdo importantes
durante a angiogénese, uma vez que provocam a entrada de células inflamatorias pro-
angiogénicas no local da lesdo (Arbiser, 1996).

Outro evento importante que ocorre nesse periodo € a reepitelizacdo, iniciada
pela migracao das células epiteliais, desde as margens da ferida (Carvalho, 2002). Na
pele integra, essas células epiteliais estdo ligadas & membrana basal, porém quando
ocorre a lesdo cutinea, elas sofrem alteragdes fenotipicas incluindo a perda dos
desmossomas e hemidesmossomas para poder restabelecer uma fina membrana basal.
Os mecanismos responsaveis pela migracdo e proliferagdo dessas células durante a
reepiteliza¢dao ainda ndo foram completamente elucidados, porém ha algumas hipoteses
como a auséncia de células vizinhas na margem da ferida ou o efeito de “margem livre”,
o qual pode ser um sinal para a migracdo e proliferacdo dessas células epiteliais. Uma
vez finalizado esse processo, esses queratindcitos readquirem as suas caracteristicas
fenotipicas normais (Singer & Clark, 1999).

Desta maneira, com o passar do tempo (5° dia), a MEC proviséria ¢é
gradualmente substituida por uma matriz colagenosa, uma vez que as fibras colagenas
tornam-se mais abundantes e comeg¢am a unir a incisdo (Singer & Clark, 1999).

O processo de remodelagem da cicatriz envolve a continua sintese, degradacao,
agregacdo e orientacdo das fibras de coldgeno (Singer & Clark, 1999). A remodelagdo
ocorre durante a fase final do processo reparatorio e pode continuar durante alguns
meses, observando-se sintese, depdsito, contragdo e remodelagdo da MEC neoformada.
Os fibroblastos continuam a ser as “células-chave” neste processo, pois estes migram
at¢é o local da lesdo de forma dependente da ativagdo por enzimas proteoliticas
denominadas metaloproteinases (MMPs), as quais sdo enzimas que controlam a
degradagdo do coldgeno na lesdo, sendo secretadas pelos macrofagos, células
epidérmicas e endoteliais, assim como pelos fibroblastos (Singer & Clark, 1999; Naito
& Yoshikawa, 2005). Essas MMPs desempenham importante fun¢do na remodelagao

proteolitica da MEC em vdrios processos fisioldgicos, incluindo a morfogénese
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tecidual, reparacao tecidual e angiogé€nese (Kahari & Saarialho-Kere, 1997; Wong et al.,
2002). As MMP-2 e MMP-9 sao as duas proteases gelatinoliticas mais atuantes no
processo cicatricial (Kahari & Saarialho-Kere, 1997; Armstrong & Jude, 2002).
Gradativamente, os feixes de fibras coldgenas tornam-se mais espessos resultando em
uma configuragdo mais regular, a qual esta diretamente relacionada as for¢as mecanicas
as quais o tecido esta sujeito durante a atividade normal. Em resultado ao processo de
remodelacdo, a lesdo torna-se mais resistente apds o colageno ter sofrido maturagdo. O
tipo de coldgeno secretado inicialmente, na fase proliferativa, era do tipo III o qual ¢
substituido por colageno do tipo I, por degradacdo proteolitica posterior (Stevens &
Lowe, 1996), resultando, assim, no aumento da resisténcia da cicatriz.

Posteriormente, a cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrética
acrescida de fibras colagenas. O tecido de granulacdo ¢ substituido por uma cicatriz
relativamente acelular, pois as células sofrem apoptose. Os anexos da pele, como
foliculos pilosos e glandulas sudoriparas sofrem regeneracdo limitada; a coloragdo da
cicatriz ¢ palida, pois a regeneracao dos melanocitos ¢ deficitaria (Dipietro & Burns,
2003).

Vale ressaltar que podem ocorrer variagdes significativas na natureza,
composi¢ao ¢ duracdo das fases em diferentes feridas, dependendo do local onde se
encontra o tecido, do grau de contaminacao e infeccdo bacteriana, da irrigacao
sangiiinea e da extensdo da lesdo ao tecido (Singer & Clark, 1999; Carvalho, 2002).
Além disso, o tecido cicatrizado nunca alcanga a mesma resisténcia do tecido ileso,
assim, a for¢a maxima atingida por uma cicatriz ¢ no maximo 70% que a apresentada
por uma pele ndo ferida (Singer & Clark, 1999).

Segundo Johnston (1990), a melhor conduta para favorecer a cicatrizacdo de
uma ferida ¢ a remocgdo de fatores inibitdrios, bem como a corre¢do de deficiéncias
nutricionais. E importante lembrar que uma série de agentes topicos, tais como anti-
sépticos, antibidticos e curativos exercem algum efeito no local da lesdao, sendo em
alguns casos tdo adversos que prejudicam a cicatrizacdo. Anti-sépticos e determinadas
substancias quimicas destroem bactérias, mas também lesam as células corporais; por
outro lado, solugdes salinas isotonicas ndo tém atividade sobre as bactérias (Johnston,
1990; Swaim & Henderson, 1997).

E de conhecimento comum através de séculos de observagdes clinicas, que a
infeccdo de feridas compromete o processo cicatricial. Feridas infectadas cicatrizam

mais lentamente e, se ndo forem adequadamente tratadas podem ocasionar infecgdes
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sistémicas, como sepsis que poderia acarretar a morte do paciente (Bikowski, 1999). As
infeccoes secundarias de pele sdo freqiientemente causadas pela flora transitéria,
composta principalmente por Staphylococcus aureus ou Streptococcus pyogenes. A
infec¢do compromete a reepitelizagdo e aumenta a deposi¢ao de colageno, porém pouco
se sabe a respeito da interferéncia da infecgdo na migragdo e na maturagdo da nova
epiderme apos a formagdo da lesdo (Singer & Mcclain, 2002; Inngjerdinger et al.,
2004). As feridas ndo cicatrizam enquanto estiverem clinicamente infectadas, portanto,
esse diagnodstico de infeccdo exige em alguns casos a drenagem de exsudatos, com o
objetivo de ocasionar o aumento do suprimento sangiiineo adequado (Morison et al.,
1997). A cicatrizagdo nao pode ocorrer até que todo material estranho resultante do

processo inflamatorio seja removido do leito das feridas (Bergstrom et al., 1995).

2. Biomaterial

Os produtos medicinais de origem natural tém sido amplamente utilizados no
tratamento de certas doencas pela populacdo, porém poucas pesquisas tém sido
realizadas a fim de atribuir a estes os seus efeitos terapéuticos. Ha relatos que elementos
existentes na natureza poderiam constituir materiais alternativos para o tratamento local
das lesdes, ja que os curativos disponiveis, sintéticos ou biossintéticos, utilizados tanto
pelo homem como em animais sdo onerosos (Silva, 2000).

Definidos como modificadores da resposta bioldgica, alguns tipos de
biomateriais t€ém sido amplamente utilizados devido aos seus efeitos imunoestimulantes
(Mitchell, 1988). Esses materiais biologicos tém sido objeto de pesquisas cientificas
devido a sua disponibilidade na natureza e por sua biodegradabilidade (Spector, 2001),
além de conduzirem e acelerarem fendmenos de ocorréncia natural como a regeneragao
de tecidos na cicatrizagdo das lesdes. Na area dos biomateriais, em sua constante
evolucdo cientifica, tem-se investigado novos materiais que apresentam um conjunto de
propriedades que permitem o desempenho e aplicagcdes ndo atingidas pelos materiais
ditos convencionais ou tradicionais (Bento, 2000).

Segundo Spector (2001), na reabilitagdo de lesdes podem-se utilizar os
biomateriais, os quais sdo definidos como qualquer molécula que tenha a capacidade de
interagir com o sistema bioldgico sem induzirem uma resposta adversa no hospedeiro.

Nesse contexto, ha na literatura evidéncias farmacoldgicas pré-liminares que algumas
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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 paciente frente ao processo
de cicatriza¢do cutdnea experimental (Porto et al., 2006; Melo et al., 2003; Schirato,

2006).

3. Lectinas: Proteinas versateis

Lectinas s3o proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que
possuem a habilidade de se ligar especificamente a mono ou oligossacarideos de forma
reversivel (Sato et al., 2000; Hong et al., 2001; Souza et al., 2001), na qual a principal
forca de interagdo ¢ a hidrofobicidade (Kennedy et al., 1995).

A énfase que ¢ dada quanto a origem ndo imune das lectinas serve para
distingui-las de anticorpos anticarboidratos que aglutinam células. Enquanto os
anticorpos sdo estruturalmente similares, as lectinas diferem entre si quanto a
composicdo aminoacidica, requerimentos de metais, peso molecular e estrutura
tridimensional. Além disso, as lectinas ndo sdo apenas encontradas em animais, mas
também em outros organismos que ndo possuem sistema imune, como plantas e

bactérias (Moreira et al., 1991).

As lectinas estdo presentes em todas as classes e familias de organismos, sendo
encontradas em vegetais superiores, algas, fungos, animais (vertebrados e
invertebrados), bactérias e em virus. Em vegetais, elas sdo detectadas em centenas de
espécies de plantas. A maioria das lectinas vegetais ¢ obtida da semente, principalmente
em leguminosas, onde sdo acumuladas no periodo de maturacdo e desaparecem apos a
germinagdo. As lectinas constituem cerca de 10% das proteinas totais da semente,
porém a quantidade isolada é pequena variando entre 0,1-1% deste total (Loris, 2002;
Sharon & Lis, 2004; Alencar et al., 2005).

O papel fisiologico das lectinas de plantas ndo estd claramente definido, mas o
crescente estudo sugere que sdo proteinas de defesa que podem protegé-las contra
ataques de predadores como virus, fungos e insetos (Cavada et al., 1998; Ratanapo et
al., 2001; Sacchettini & Brewer, 2001). Existem vdarias outras hipdteses sobre o papel

fisiolégico das lectinas de plantas como, por exemplo, reconhecimento celular,
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simbiose, estoque de proteinas (Van Damme et al., 1997) e também na estimulagdo da
proliferacao e crescimento celular da planta (Wititsuwannakul et al., 1998).

Pelo fato das lectinas aglutinarem eritrocitos, a sua presenca pode ser detectada
através de ensaio de hemaglutina¢do, no qual uma diluig¢do seriada da lectina ¢ efetuada
antes da incubag@o com eritrocitos humanos ou de outros animais (Sharon e Lis, 2001).
A aparente aglutinagdo de eritrécitos ndo ¢ suficiente para comprovar a presenca de
lectina, pois alguns agentes, como taninos, certos lipideos ou cations divalentes em altas
concentragdes podem promover este efeito (Riidiger, 1998). E necessario realizar ensaio
de inibicdo da atividade hemaglutinante (AH), com carboidratos, o qual define, também,
a especificidade da lectina para monossacarideo simples ou carboidratos complexos
(Correia e Coelho, 1995).

A cromatografia de afinidade ocupa uma posi¢do impar na tecnologia de
separa¢do de proteinas e, de acordo com a especificidade da lectina, tém sido escolhidas
diferentes matrizes de afinidade comercialmente disponiveis. Lectinas especificas para
glicose-manose ou seus derivados podem usar como matrizes de afinidade Sephadex
(polimero de dextrana), com diferentes limites de exclusdo (Correia e Coelho, 1995;
Cavada et al., 1998); aquelas com especificidade para N-acetil-D-glicosamina e seus
oligossacarideos, ou derivados de quitina, podem ter quitina como matriz de afinidade
(Freire et al., 2002; Wang & Ng, 2003); as especificas para galactose e seus derivados
podem ser purificadas utilizando agarose (Nicolson e Blaustein, 1972), Sepharose
(Anuradha e Bhide, 1999), Sepharose tratada com acido (Jimbo et al., 2000), guaran
(Coelho e Silva, 2000), bem como Sepharose conjugada com glicoproteinas (Gerlach et
al., 2002).

As lectinas, por suas propriedades caracteristicas, sdo importantes ferramentas
em pesquisas na area da Bioquimica, da Biologia Celular, da Medicina, da Imunologia e
areas relacionadas. Sabe-se, que as lectinas possuem agdo pré-inflamatoria. Algumas
destas induzem a proliferacao de linfocitos, atuando como agente mitogénico ttil para o
estudo da interagdo da lectina com células linfocitarias in vitro (Kilpatrick, 1999). A
porc¢do sacaridica do receptor de células T (TCR) é provavelmente um sitio especifico
de ligacdo com a lectina, promovendo sua ativagdo e conseqiiente proliferagao (Maciel
et al., 2004).

Em estudos recentes, com lectinas, foi observado: a inducdo de apoptose em
tumores de células humanas (Karasaki et al.,, 2001); atividade antibacteriana

(Gaidamashvili & Standen, 2002, Tasumi et al., 2004); atividade antifungica (Freire et
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al.,, 2002; Wang & Ng, 2003); inibi¢do da proliferagdo de fibroblastos oculares e
contragdo de colageno (Batterbury et al., 2002); producdo dos chamados medicamentos
inteligentes, onde estes diferem dos tradicionais por atuarem em células especificas do
organismo evitando efeitos colaterais, do tipo provocado pela quimioterapia (Woodley,
2001); atividade mitogénica (Banerjee et al., 2004). A afinidade das lectinas por
glicoproteinas de superficie celular tem sido usada para a caracterizacao epidemioldgica
da Neisseria gonorrhoeae e diferenciacdo de outras espécies de Neisseria (Wu et al.,
2001). Varios trabalhos mostraram que determinadas bactérias produzem lectinas
especificas para certos carboidratos, e fazem uso das mesmas para se aderir ao tecido
hospedeiro como primeiro passo em um processo infeccioso. Ao submeter o organismo
infectado com a bactéria a injegdes de carboidratos, a colonizag¢do ¢ reduzida devido a
diminui¢do de sua adesdo ao tecido, sendo o bloqueio aos locais de ataque das bactérias,
um caso claro de terapia antiadesiva contra doencas microbianas. Esta forma de
aplicacao das lectinas ¢ alvo de intensas pesquisas pelas industrias farmacéuticas como
método contra infec¢des (Sharon & Lis, 2001, Rudiger et al., 2000).

Virias lectinas com especificidade glicose-manose, tém se destacado por serem
consideradas possiveis biomateriais frente a cicatrizagdo experimental. Dentre elas,
merecem destaque aquelas pertencentes a divisdo Angiospermae, familia Leguminosae,
como a Cratylia mollis, Parkia pendula, Canavalia ensiformis, Dioclea violacea e
Canavalia brasiliensis (Porto et al., 2006; Melo et al., 2003; Schirato, 2006).

4. Lectina de Eugenia malaccensis

A ordem Mpyrtales, pertencente a divisdo Angiospermae, possui cerca de 17
familias, dentre as quais a familia Myrtaceae, a qual possui cerca de 140 géneros, mais
de 3000 espécies, sendo a maior familia da ordem, com dois grandes centros de
dispersdo, nas Américas e Australia (Joly, 2002; Ribeiro, 1999). E considerada uma das
mais complexas familias da flora brasileira do ponto de vista taxondmico, devido a
escassez de estudos taxondmicos (Souza & Lorenzi, 2005). Varias espécies dessa
familia, principalmente as nativas do Brasil, tém frutos comestiveis, tais como goiaba
(Psidium guajava), araga (P. cattleianum), jabuticaba (Myrcia cauliflora), entre outras
(Joly, 2002).
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O género Eugenia figura entre os mais importantes na familia Myrtaceae, onde a
espécie mais conhecida dentro deste género ¢ a Eugenia malaccensis L. (Figura 2),
conhecida popularmente no Brasil como jambo vermelho, jambo roxo ou jambo
encarnado, o qual faz parte das plantas consideradas medicinais, sendo utilizada

principalmente pelas populagdes de baixo poder aquisitivo (Campelo, 1988).

O jambeiro (que produz o jambo) ¢ uma arvore conhecida e bem adaptada as
condi¢des do nordeste do Brasil. Chega a mais de 16 m de altura, com copa de forma
coOnica, densa e com ramifica¢do abundante. Possui folhas de cor verde-brilhante, flores
grandes, aromadticas, que quando caem, formam sob as arvores um lindo tapete
purpureo, e podem variar de brancas a roseo-purptreas de acordo com a espécie. O
jambo ¢ uma fruta de aparéncia exotica, de casca bem fina, forma ovdide, vermelho por
fora e muito alvo por dentro, tem um sabor doce e a polpa, apesar de consistente, &
muito suculenta e envolve sementes globosas. O jambeiro ¢ reconhecido como uma
arvore de muita beleza e boa sombra, desenvolvendo-se em qualquer tipo de solo,
desde que permeaveis e profundos. E cultivado em quase todo Brasil, em regides de
clima quente e umido. A propagacdo se da por sementes. Pode produzir por mais de 20
anos, frutificando de janeiro a maio. Estima-se ocorrer grandes perdas de jambo na
época da safra, em virtude da alta produtividade, do curto periodo da safra e da pequena

vida util do fruto in natura (Joly, 2002).

Em diversas partes do mundo tem sido empregado na medicina popular para o
tratamento de diabete, tosse, dor de cabeca, inflamacgdes e hipertensao (Morton, 1987).
Locher et al. (1995) estudaram a atividade bioldgica de 73 extratos de 16 plantas in
vitro, dentre estas, os extratos da folha ¢ da casca da E. malaccensis, os quais
apresentaram atividade anti-viral frente ao virus herpes simples 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2)
e anti-bacteriana, inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes. Esta espécie também apresentou uma atividade antifiingica, porém em menor
potencial quando comparada as outras espécies estudadas.

A lectina de sementes E. malaccensis (Emal) tem sido investigada no
Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica, do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A EmaL pertence
ao grupo de lectinas glicose-manose, a0 qual Con A (uma das lectinas mais bem
estudada) pertence. No entanto, Emal apresentou caracteristicas distintas aquelas

apresentadas por este grupo e demonstrou ser um potente agente antimicrobiano in vitro
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contra microorganismos patégenos ao homem como o Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Corinebacterium sp. e Klebsiella sp. (Brustein et al., 2006).
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Figura 2. Visdo geral da planta Eugenia malaccensis: Frutos (a) e as sementes (b).
Fonte: www.frucafe.com.br/.../jambo_vermelho_fruta2.jpg

JUSTIFICATIVA

Compreender o processo cicatricial é de grande importancia para a avaliacio
evolutiva da ferida e fundamental para um diagnostico correto a respeito da fase em que
esse processo se encontra e conseqiientes medidas terapéuticas que podem ser prescritas
para o tratamento ideal da lesdo.

As lectinas vém sendo amplamente utilizadas em pesquisas biologicas devido ao
seu grande potencial médico e biotecnologico. Pesquisas existentes com extratos da
espécie E. malaccensis revelam diversas propriedades biologicas dos mesmos, como
atividades anti-viral, antifingica e anti-bacteriana in vitro. Além disso, a EmalL
demonstrou ser um potente agente antimicrobiano contra microorganismos patdogenos
ao homem. Vale ressaltar também o fato dessa espécie ser bastante difundida em todo o
Brasil.

Segundo Spector (2001), os biomateriais podem ser utilizados na reabilitagdo de
lesdes. Desta maneira, considerando que a interacdo das lectinas com receptores
glicidicos da membrana celular ¢ a base molecular para vérias respostas induzidas por

essas proteinas nos mais diversos sistemas biologicos (Isidro et al., 2001), avaliar a
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atividade da EmalL in vivo frente ao processo cicatricial ¢ importante, uma vez que,

lectinas glicose-manose t€ém-se apresentado como promissores agentes cicatrizantes.

OBJETIVO
1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da lectina de sementes de Eugenia malaccensis (EmaL) frente

ao tratamento topico diario sobre a cicatriza¢do cutanea em camundongos.

1.2 Objetivos especificos

1.2.1 Acompanhar a evolugao do processo de reparo do ponto de vista clinico (avaliagdo
clinica das feridas e mensuragdo de sua area) durante 12 dias.

1.2.2 Avaliar microbiologicamente as feridas tratadas com a Emal/NaCl apo6s cirurgia
(dia 0) e no momento das biopsias (2°, 7° € 12° dias de pds-operatorio).

1.2.3 Acompanhar a cicatrizacdo do ponto de vista histopatologico, através de bidpsias

realizadas nos 2°, 7° € 12° dias de pds-operatorio.
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EVALUATION OF THE TOPICAL TREATMENT WITH THE LECTIN FROM
Eugenia malaccensis IN THE CUTANEOUS HEALING IN MICE
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Abstract

The EmaL lectin was extracted from Eugenia malaccensis, important specie of the
Myrtaceae family. Aiming at to evaluate the influence of the topical treatment with the
EmaL in the cutaneous healing process, a wound was surgically produced in the dorsal
region (1cm?) in female albino Swiss (Mus musculus) mice (n = 15/grupo) and daily
treated with 10 pug of Emal and 150 mM NacCl during 12 days. In the daily clinical
evaluation it was found that the wounds treated with the EmaL presented inflammatory
signals as edema (*= 3.63; p< 0.05) and hyperemia (> = 2.66; p< 0.05) statistically less
intense when compared to the control. On the 12 post surgical day, the wounds treated
with the lectin and the group control presented an average area of 0.02 + 0.01 cm?” and
0.02 £+ 0.02 cm’, respectively. Biopsies for histopathology analysis and microbiologic
examinations were carried out on the 2", 7" and 12™ days. The microbiological analysis
of the wounds evidenced only the growth of Staphylococcus sp. From the
histopathological point of view, on the 12™ day, the injured tissue treated with EmaL
presented reepithelization (complete or partial) and areas of transition more evidenced
than those of the control group, especially due to well organized pattern of collagen
fibres presented in the granulation fibrous tissue. The present study suggests a
preliminary pharmacological evidence for the use of the EmaL in the repairing process

of cutaneous wounds.

Keywords: Lectin, Eugenia malaccensis, cutaneous wound, wound healing.
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1. Introduction

The primary function of the skin is to serve as a protective barrier against the
environment [1]. The loss of the integrity of great part of the skin due to a wound
originated by physical, chemical or biological agent, as in the case of virus, bacteria,
fungi and protozoans [2], or still due to illness like chronic ulcers of skin caused by the
Diabetes Mellitus can even though take to a loss of the anatomical and functional
integrity of the tissue or even to the death [1, 3].

The cutaneous injuries normally heal in a commanded and efficient way, being
this process divided in the following phases: hemostasis, inflammatory phase,
proliferate phase or of granulation and remodeling of the extracellular matrix (ECM) or
maturation [1, 4 - 9]. It is important to stand out that significant variations in the nature,
composition and duration of these phases in different wounds can occur, depending on
the place where the tissue is, contamination degree and bacterial infection, sanguine
irrigation and extension of the injury to the tissue [1].

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 will not be treated adequately could cause systemic infections, as
sepsis that could cause the death of the patient [10]. The secondary infections of skin
frequently are caused by the transitory flora, composed mainly for Staphylococcus
aureus or Streptococcus pyogenes. The infection compromises the reepitheliazation and
increases the collagen deposition [11, 12].

According to Spector [13], in the rehabilitation of injuries can be used the
biomaterials, which are defined as any molecule that has the capacity to interact with
the biological system without inducing an adverse reply in the host. In this context, one
can find in literature preliminary pharmacologicals evidences that some specific lectins
for glucose-mannose like from Cratylia mollis, Parkia pendula, Canavalia ensiformis,
Dioclea violacea and Canavalia brasiliensis act as probable biomaterials improving the
mice immune reply in the experimental process of cutaneous healing [14, 15, 16 ].

Eugenia malaccensis L. (Angiospermae division, Myrtaceae family) [17, 18] is
popularly known in Brazil as jambo, which is part of the considered medicinal plants,
being mainly used for the populations of low purchasing power [19]. In diverse parts of
the world it has been used in the popular medicine for the treatment of diabetes, cough,

head ache, inflammations and hypertension [20]. Extracts of E. malaccensis showed
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selective anti-viral activity against Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1) and 2 (HSV-2),
anti-fungal activity and anti-bacterial activity against S. aureus e S. pyogenes [21].

The lectin from E. malaccensis (Emal) seeds belongs to the group of lectins
glucose-mannose, to which Con A (one of the lectins most studied) belongs however, it
has distinct characteristics to those presented by this group and demonstrated to be a
powerful anti-microbial agent against pathogenic microorganisms for human kind as the
S. aureus, Streptococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Corinebacterium sp. and Klebsiella sp. [22].

The aim of this work was to evaluate the effect of the lectin from E. malaccensis
(Emal) seeds in the daily topical treatment of the experimental cutaneous healing in

mice.

2. Materials and methods

2.1 Lectin from E. malaccensis

The lectin was purified according to Brustein et al. [22]. The lectin was purified
from a 10% (w/v) seed extract in 0.15 M NaCl (crude extract, CE). In brief, proteins
were precipitated using 0-80% ammonium sulphate fractionation (F 0-80), followed by
affinity chromatography in Sephadex G-50 column. The column was equilibrated and
developed with 0.15 M NaCl at 10 ml/h; bound proteins were biospecifically eluted
using 0.3 M glucose in 0.15 M NaCl and dialyzed in 0.15 M NaCl (EmalL).
Hemagglutinating activity (HA) was evaluated in the presence of rabbit erythrocytes.
Protein concentration was determined according to the method of Lowry et al. [23] and

samples were stored at -20 °C.

2.2 Surgical protocol and experimental groups

Adult females albino Swiss mice (30) were used (age 35-45 days, weight 25 +
2g), from the Biotery of the Laboratory of Imunopatologia Keizo Asami (LIKA),
University Federal Pernambuco (UFPE). Each animal was maintained in an individual
cage, with water and commercial food ad libitum (Labina®).

After hydric and alimentary jejune of 12 hours, the animals were weighed and

intraperitoneally anaesthetized with 2 % xilazine chloridate (10 mg/Kg) and 10 %
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ketamine chloridate (115 mg/Kg) [24]. 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 cm), 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 hemostasis
of the area, when necessary, it was carried out by digital compression. The animals were
divided into two groups (n=15/group) and the wounds were daily treated with 100ul of
the following solutions: 0.15M NaCl and 100pg/ml EmalL.

2.3 Clinical evaluation and contraction of wounds

The clinical characteristics of experimental wounds were evaluated every 24 h
after surgery (AS), taking into consideration the following aspects: edema, hyperemia,
secretion, bleed, crust, granulation and scar tissues. Daily, the measurement of wound
areas were calculated, starting from borders of wounds, using the equation A = n.R.r
(A = wound area; R and r the large and smaller radii of wound, respectively) [25]. The
calculation of the contraction degree was express in percentage using the mathematical
equations proposed by Ramsey [26], 100 x (W, - W;)/W, =M + DP (W, = initial area of
the wound; W; = area of the wound in the day of the biopsy; M = average; SE: Stand

Error).

2.4 Histopathological analysis

On the 2™, 7™ and 12" days after surgery wound biopsies were accomplished
(n=5/group). After anaesthesia, as previously described, samples (fragments of the
transition area between complete and wounded skin) and wounded skin) were collected.
Immediately after the withdrawal of the skin, the samples were putted above on a filter
paper and settled in formaldehyde 4% (v/v) prepared in PBS 10mM pH 7.2 and after
submitted to the histopathology’s procedures. Each fragment of skin was dehydrated in
crescent concentrations of ethanol, dehidratation in xylol and unblocked in paraffin.

After microtomy (5um), the slices had been stain with Trichromic of Masson.
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2.5 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 (2", 7" and 12" days
AS). When contaminated, the material was sown in plates of Petri containing agar
nutrient and incubated in a bacteriological greenhouse at 37 °C for 24 hours. The
bacteria had been identified through the morphologic aspects of the colonies and

staining pattern of the Gram.

2.6 Statistical analysis

To the data analysis was utilized statistical tests trough the software Statistic 6.0.
The homocedasticity of the variance was verified trough of the Levene’s test. After,
aiming to determine if the area of contraction of the lesion was significantly different
among the days of analysis, were utilized Analysis of Uni — factorial Variances (One
way Anova). Posteriori, to determine between which groups were observed the the
significantly difference, the Tukey test was utilized, beyond that, was utilized the chi-
square test to evaluate possible significant differences in the other clinic characteristics
as: edema, hyperemia, first and second crust, granulation and scar tissue. For the tests

and analysis, the level of significance adopted to rejected the (Ho) were 5% (a= 0,05).

3. Results
3.1 Clinical Evaluation

The clinical evaluation was carried out until the 12" day after surgery (AS). The
macroscopic evaluation of the healing process was followed clinically through the
presence of edema, hyperemia, crust formation, granulation tissue and by morphometric
parameters (measurement of the injury areas). The temporal evolution of these
macroscopic aspects of the cutaneous healing is demonstrated in figures 1 and 2. During
the inflammatory period the presence of edema was observed in all groups. This clinical
signal stayed until 6™ day AS in the groupof EmaL and to the control group until the 8"
day AS in 25 % of the animals. Significant differences occurred on the 1%, 5™ and 6™
days AS in the parameter edema of the group treated with EmaL in relation to the
control one with a magnitude of 24%, 10.5% and 26%, respectively (x* = 3.63; p< 0.05)
(Figure 1, A and B).
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Due to the dilatation of the vascular stream present in the lesion region, the
hyperemia whose purpose is to increase the supplement of oxygen and nutrients to the
attacked tissue was observed in 100 % of the animals treated with the EmaL until 4"
day AS and extending to the 5™ day AS in 80% of the animals. In this stage 11.11 % of
the animals of the control group were still presenting this flogistic signal on the 6™ day
AS. Moreover, this inflammatory characteristic was more intense in the control group. It
was found a significant difference on the 5" day AS in the EmaL group in relation to the
150mM NaCl (> = 2.66; p< 0.05) with a magnitude of 10.7% (Figure 1, A and B).

The first crust was observed from the first day only in the group treated with the
EmaL with a magnitude of 33.3 %. Between the 3™ to 5™ and the 7" to 9™ days AS,
100% of the animals of the Emal. group presented the first crust, situation that did not
occur in the control group. A significant difference in the group treated with the EmaL
in relation to the control group was occurred, on the 1%, 7", 8" and 9" days AS with a
magnitude of 33.3 %, 9.0 %, 25.0 % and 25.0 %, respectively (f* = 2.73; p< 0.05).
However, the second crust, that is formed when it is complete or partial unfastening of
the first crust and with the presence of remaining exudation in the injured tissue enough
to dry up and consequently to form the second crust, was identified macroscopically
after the 7" day in both groups (Figure 1, A and B). Over the evaluated period, the
crusts of the experimental groups presented to be fine, droughts and with uniform
aspect.

The presence of the granulation tissue was observed between the 5™ and 7" days
AS in both groups (Figure 2, A and B) and the peak in the Emal. group was gotten on
the 7™ day AS. In the every day in which the granulation tissue was presented a
significant difference occurred in the group treated with the EmaL in relation to the
control group (x> = 2.02; p< 0.05), with a magnitude of 73.0 %, 51.0 % and 47.5 % of
the animals on the 5", 6™ and 7™ days AS, respectively.

The evolution of the injured areas and related contraction averages are illustrated
in the figure 1, A and B and figure 3. The statistical analysis by variance analysis
(ANOVA) with p < 0.05 demonstrated to exist a significant difference in the average of
the area contraction in the injuries of treated group with EmaL (Fs ¢ 2) = 3.28; p=
0.026) and the subsequent Tukey test (p <0.05) confirmed that this significant difference
occurred between the days 0-1, 1-2 and 2-3 (p = 0.036) with a magnitude of 28.0 %, 9.0
% and 14.0 %, respectively. This behavior was not observed in the control group.

However, between the 4™ and 12" days AS, the studied groups shown a similar profile
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of contraction of the injury. In the last day of evaluation, the injuries treated with the
EmalL lectin and 150 NaCl mM presented an average area of 0.02 + 0.01 cm”and 0.02 +
0.02 cm’, respectively. About the presence of the scar tissue, a significant difference

between the studied groups did not occur (Figure 2, A and B).

3.2 Microbiological Evaluation

The antimicrobials assays in vivo were carried out after surgery (zero time) and
on the 2™, 7™ and 12" days AS, the same as biopsy time intervals. At the zero time any
microbial growth was found showing they have been carried out in aseptic way. On the
2" AS 20 % of the animals of control group presented the commensally bacterium
Staphyloccocus sp. which belongs to the normal microbiota of the skin, also occurred on
the 7™ day AS for the control group (20%) as for the EmaL (20%). On the 12™ day AS,

any bacterium was no longer identified.

3.3 Histopathological Analysis

The microscopically evaluation of the healing process was followed by the crust
presence, infiltrated inflammatory, angiogenesis, granulation tissue and
reepithelialization of lesion.

On the 2™ day AS the group treated with EmaL presented a transition area
between the complete skin and the injury most defined than the control group (Figure 4,
A and B). In this period the treated and control groups presented similar
histopathologicals  characteristics, presenting crust, infiltrated inflammatory,
angiogenesis or neovascularization, suggesting a beginning of vascular granulation
tissue. However, it is important to point out that in the group treated with the EmaL the
presence of infiltrated inflammatory was more intense and moreover occurred the
presence of collagen fibers (Figure 4, A and B).

Figure 4 (C and D) demonstrates the microscopically aspects of the injuries on
the 7" day AS. The transition areas of the injuries of the group treated with the EmaL
were characterized for presenting a reepithelialization more extensive in direction to the
center of the injury, supported by a fibrovascular granulation tissue. However in the
lesion area of both groups, it was observed the presence of crust, but the granulation
tissue was vascular.

During the 12 day AS, when the last biopsy was made, the reepithelialization

was complete or partial in the studied groups. Macroscopicamente, nesse dia, a cicatriz
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estava presente em trés animais, tanto do grupo controle como do tratado de um total de
n=5/group. In respect to the group treated with the Emal, the transition areas met
organized well, however difficult to visualize due to the progression of the
phenomenon. Moreover, the granulation tissue was fibrous (rich in collagen), presenting
some small vessels (Figure 4F). In the animals where the reepithelialization was partial,
it was proven the crust presence and the granulation tissue with fibrovascular
characteristics. In respect to the control group, it was observed the only the presence of
granulation tissue with fibrovascular and vascular characteristics and in the other
control animals where the reepithelialization was partial it was proven crust presence

(Figure 4E).

4. Discussion

Natural products, known as secondary metabolites of plants or animals, continue
to be an important segment on the research of new drugs. The World Health
Organization (OMS) considers the phytotherapy in its health programs and suggests
basic procedures for the validation of these drugs, which are in constant research in the
whole world [28].

The lectins are valuable molecules with pharmacological potential. In the last
years, [29 - 36], among others, has demonstrated the capacity of activation of the cells
of the immune system by lectins extracted from plants. According to Park & Barbul
[37], immune cells are vital to the regulation of the wound healing process through the
secretion of signaling molecules, such as cytokines, lymphokines, and factors of growth.

Some lectins from the family Leguminosae with specificity glucose-mannose,
are described in literature for improve the immune response front to the cutaneous
healing in mice in a concentration of 100 pg/ml, among these are distinguished the
lectins of Canavalia ensiformes (Con A) [15], Cratylia mollis (Cramoll 1,4) [15],
Canavalia brasiliensis (Con Br) [16], Dioclea violacea (DVioL) [16] and Parkia
pendula (Ppel) [14].

Important signals are used in the medicine to evaluate the gravity of the illness
and the recuperation of the patient, in set with other symptoms, between them are the
edema and the hyperemia [38]. Thus, in respect to these inflammatory characteristics,
the results obtained in this work are in accordance with what described for the lectins
with the same specificity of the EmaL [14, 16], with exception of Cramoll 1,4 that
demonstrated the presence of edema until the 2™ day AS [15 ]. However, differently
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from the glycoproteins Cramoll 1,4, Ppel and Con A, the Emal. demonstrated the
presence of crust from the 1% day AS, what it is important, a time that the crust besides
protecting the injury, facilitates the cellular migration, therefore it forms a provisory
extracellular matrix.

After the inflammatory phase appears the granulation tissue, that grows to fill
the cutaneous imperfection through a neovascularization, being this filled later for one
scar tissue rich in collagen the principle of type III [39]. The period of appearance of
this tissue in the EmaL group (5° to 7° day AS) was similar to others lectins glucose-
mannose.

The Emal demonstrated to be efficient in the contraction of the area in the
injury until the 3™ day AS, fact this that also occurred in the animals treated with the
Con Br with a magnitude of 0.42 cm?/day. On the 12" day AS the average area of the
injuries treated with the EmaL was of 0.02 + 0.01 cm” and of 0.11 + 0.08 cm? for the
Con Br. However, in respect to the injuries treated with the Cramoll 1,4 in 10" day AS,
100% of the wounds were found to be total healed.

Vegetal lectins, especially the ones that are homologous the Con A (glucose-
mannose) are capable to modulate the conscription of neutrophils for indirect
mechanisms [33, 40]. Second Cavada et al. [41] the lectins possess mitogenic action.
Maciel et al. [42] had demonstrated that the lectins Cramoll 1,4 and Cramoll 1 stimulate
the proliferation of human lymphocytes and according to Pastor et al. [43] the T cell
receptor (TCR) saccharide portion is probably the specific lectin binding site, promoting
the activation and, consequently, proliferation.

Many lectins of leguminous that present the same specificity of the Emal., have
been demonstrated for stimulating pro-inflammatory effect, mediated for its linking to
the sugar specific. Alencar et al. [33] studying the neutrophil migration for indirect
mechanism exerted by the lectin of Vatairea macrocarpa, had observed that this pro-
inflammatory effect does not occur when this lectin meets inhibited with galactose, its
specific monosaccharide. Alencar et al. [35] had emphasized the fact of lectins glucose-
mannose to be able to exert two different inflammatory mechanisms depending on its
administration way, or either, anti-inflammatory effect when managed for endovenous
path and pro-inflammatory effect for saw place.

Dubois et al. [44] had demonstrated the capacity of the stimulant effect of the
ConA front the production of metalloproteinase-9 (MMP-9) for the lymphocytes in
vitro. According to Nagase et al. [45] this MMP-9 participates of the phenomenon of
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the wound healing, a time that is this proteinase responsible together with the MMP-2
for metabolizes the elastin, collagen type IV and other molecules of the ECM.

It is known that the lectins are chemoattracted by the inflammatory cells and,
consequently, stimulate synthesis and secretion of several cytokines involved along
wound healing process. The lectin of Phaseolus vulgaris (PHA) presents an excellent
mitogenic activity and stimulates the secretion of citokynes involved in the cutaneous
healing as IL-2, IL-5 and INF-Y [46]. One another lectin of leguminous, the Con Br, is
capable to induce apoptosis and lymphocytes proliferation with IFN-Y production in
vitro and oxide nitric in vitro and in vivo [29, 31]. As well as this, the Cramoll 1,4 and
Con A also disclose to mitogenic activity in vitro front to the human lymphocytes [42].
These similarities of biological functions can are related with the fact of the lectins of
leguminous be structurally similar, which are constituted of two or four subunits, with
molecular mass varying between 25KDa and 30KDa and each one of the subunits
possess a linking for carbohydrate (glucose-mannose), being this dependent process of
the simultaneous presence of ions Ca™ and Mn™ (or another transition metal) [47].
Moreover, they exhibit different pH-dependent dimmer-tetramer equilibrium [48, 49].
For example, the quaternary structure of the Con A is pH- dependent, which exists as
one tetramer above of pH 7.0 and as one dimmer below of pH 5.0 [50].

Differently of these lectins of leguminous, the lectin studied in this work
extracted from the seeds of the Eugenia malaccensis, a arbustive or arboreous plant, is
constituted according to Brustein et al. [22] for subunits of 14KDa. Moreover, the
EmalL remains active after variations of pH (2 to 8), but is sensitive to the temperature,
where the same one lost its activity when was warm to 30°C during 30 minutes. Another
characteristic that differentiates it of the other lectins glucose-mannose is that the EmalL
does not need the presence of ions Ca™* and Mn " to exert its activity and moreover, still
according to Brustein et al. [22], the EmaL (0,2 mg/ml) showed antibacterial action in
vitro front to the S. aureus, Streptococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Corinebacterium sp. and Klebsiella sp., showing the ability of linking
of the lectin to the carbohydrate of the bacterial cellular wall, demonstrated for the total
inhibition of the reaction for glucose. Already the lectins of leguminous Con A, Cramoll
1,4, Ppel, Con Br and DVioL had not presented antibacterial activity in vitro [14, 15,
16].

The difference found in this work in the intensity of the inflammatory process

and in the presence of the scar tissue in the injuries treated with the EmaLl, can be
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caused in reply to the small biochemistry differences existing between the Emal. and
the other lectins of leguminous also specific for glucose-mannose, differences these,
necessary to become them biologically active. In this way, the results present offer a
preliminary pharmacological evidence in the use of this lectin in the process of repairing

of cutaneous wounds.
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LIST OF CAPTIONS

Figure 1. Percent of clinic signals, average of wound area (cm?) and time in days after

the treatment topic with lectin from Eugenia malaccensis (A) and NaCl 150 mM (B).

Figure 2. Percent of clinic signals and time in days after the treatment topic with lectin

from Eugenia malaccensis (A) and NaCl 150 mM (B).

Figure 3. Macroscopic aspects of the experimental wound. Day of surgery: A, group
EmaLl and E, NaCl 150mM; Second day after surgery (AS): B, group Emal and F,
NaCl 150mM; Seven day AS: C, group Emal and G, NaCl 150mM, Twelve days AS:
D, group EmaL and H, NaCl 150mM.

Figure 4. Histopathological aspects of the cutaneous wounds, Trichromic of Masson
(100X). 2™ day after surgery: A, NaCl 150 mM and B, EmaL; 70 day after surgery: C,
NaCl 150 mM and D, EmaL and 12" day after surgery: E, NaCl 150 mM and F, EmalL.
c- crust; i- infiltrated inflammatory; at- area of transition; a- angiogenesis; — fibroblast;
* collagenous fibers; v- vascular granulation tissue; r- reepithelialization; fv-

fibrovascular granulation tissue; ep- epidermis; f- fibrous granulation tissue.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 4
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CONCLUSOES

- Os sinais inflamatorios iniciais e de reparo das lesdes mostraram-se menos intensos e

permaneceram por menor tempo no grupo tratado com a EmalL.

- A diminuicao da area da lesdo ocorreu de forma similar para ambos os grupos.

- A analise microbiologica das lesdes apresentaram Staphylococcus sp., microrganismo

que faz parte da microbiota normal da pele.

- No que diz respeito aos aspectos histopatologicos, ocorreram pequenas diferencas
entre o grupo tratado com a Emal e o controle, evidenciando-se a presenga de um

tecido de granulacdo fibroso no grupo tratado.

PERSPECTIVAS FUTURAS

O conjunto de resultados obtidos sugere que a lectina de Eugenia malaccensis
apresenta uma evidéncia farmacolodgica preliminar como um provavel biomaterial frente
ao processo cicatricial. Futuras avaliagdes da lesao poderdo esclarecer melhor o efeito

dessa lectina frente a cicatrizagdo cutdnea experimental.
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