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RESUMO 
 

 Doenças, como diabetes e hipertensão, lentificam a cicatrização, 
tornando o microambiente da ferida hostil ao tecido, prolongando a inflamação, 
elevando os custos médicos e aumentando a possibilidade de amputação de 
membros. Nesse contexto, estudos buscam métodos alternativos eficientes e 
não tóxicos para estimular a cicatrização, as lectinas e polissacarídeos 
extraídos de plantas surgem como candidatos promissores. Este trabalho teve 
como objetivo avaliar o potencial cicatrizante da Cramoll, de membranas de 
Xiloglucana de sementes de Hymenaea courbaril (HcXM) e de Cramoll 
imobilizada em HcXM (Cramoll-HcXM), em feridas de camundongos diabéticos, 
bem como, Cramoll em feridas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e 
SHR diabéticos. Foram utilizados 60 camundongos Swiss albino diabéticos, 
divididos em 4 grupos de 15 animais: Controle, Cramoll, HcXM e Cramoll-
HcXM. Também foram utilizados 90 SHR, divididos em 6 grupos de 15 animais: 
SHR Controle, SHR Kollagenase®, SHR Cramoll, SHR+Diabetes Controle, 
SHR+Diabetes Kollagenase® e SHR+Diabetes Cramoll. Para avaliar a 
cicatrização foi realizada indução de feridas cutâneas em todos os animais sob 
anestesia, tricotomia e antissepsia da região dorsal. O diabetes foi induzido por 
aloxana, nos camundongos, e por estreptozotocina, nos SHR, e confirmado 
através de um kit enzimático para glicose. O tratamento e análise clínica das 
feridas foram realizados diariamente. Parâmetros microbiológicos, de retração 
da ferida, histológicos e quantificação de colágeno tipos I e III também foram 
analisados. Os resultados mostraram que, em relação aos camundongos 
diabéticos, o processo cicatricial foi estimulado nos animais tratados com 
Cramoll e com HcXM, quando usados individualmente, promovendo 
reepitelização total da pele dos camundongos aos 12 dias de tratamento. Em 
relação aos SHR os resultados demonstraram que a Cramoll foi eficiente no 
processo cicatricial, promovendo a regeneração total da pele dos ratos aos 14 
dias de tratamento, enquanto nos SHR+Diabetes, apenas o grupo Cramoll 
apresentou início de reepitelização e queratinização aos 14 dias. Conclui-se, 
através dos resultados obtidos, que a lectina Cramoll é uma biomolécula 
estimuladora do processo cicatricial, mesmo quando existem fatores que agem 
lentificando a cicatrização, como o diabetes e a hipertensão, e que a 
Xiloglucana extraída de H. courbaril é um polissacarídeo estimulador da 
cicatrização em camundongos diabéticos, tornando-se, essas duas 
biomoléculas, importantes para a pesquisa na indústria farmacêutica.      
 
Palavras-chave: Cicatrização. Diabetes. Hipertensão. Biomoléculas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 Diseases such as diabetes and hypertension slow healing, making the 
microenvironment of the wound hostile to tissue, prolonging inflammation, 
increasing medical costs and increasing the possibility of limb amputation. In 
this context, studies are looking for efficient and non-toxic alternative methods 
to stimulate healing, lectins and polysaccharides extracted from plants appear 
as promising candidates. This work aimed to evaluate the healing potential of 
Cramoll, Xyloglucan membranes from Hymenaea courbaril (HcXM) seeds and 
Cramoll immobilized in HcXM (Cramoll-HcXM), in wounds of diabetic mice, as 
well as, Cramoll in wounds of rat mice spontaneously hypertensive (SHR) and 
diabetic SHR. 60 diabetic Swiss albino mice were used, divided into 4 groups of 
15 animals: Control, Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM. 90 SHRs were also 
used, divided into 6 groups of 15 animals: SHR Control, SHR Kollagenase®, 
SHR Cramoll, SHR + Diabetes Control, SHR + Diabetes Kollagenase® and 
SHR + Diabetes Cramoll. To assess healing, skin wounds were induced in all 
animals under anesthesia, trichotomy and antisepsis of the dorsal region. 
Diabetes was induced by alloxan, in mice, and streptozotocin, in SHR, and 
confirmed through an enzyme kit for glucose. The treatment and clinical 
analysis of the wounds were performed daily. Microbiological parameters, 
wound retraction, histological and quantification of types I and III collagen were 
also analyzed. The results showed that, in relation to diabetic mice, the healing 
process was stimulated in the animals treated with Cramoll and with HcXM, 
when used individually, promoting total reepithelization of the skin of the mice 
after 12 days of treatment. Regarding the SHR, the results showed that Cramoll 
was efficient in the healing process, promoting total regeneration of the rats' 
skin at 14 days of treatment, while in SHR + Diabetes, only the Cramoll group 
showed the beginning of reepithelization and keratinization at 14 days. It is 
concluded, through the results obtained, that Cramoll lectin is a biomolecule 
that stimulates the healing process, even when there are factors that act 
slowing healing, such as diabetes and hypertension, and that Xyloglucan 
extracted from H. courbaril is a polysaccharide stimulator of healing in diabetic 
mice, making these two biomolecules important for research in the 
pharmaceutical industry.            
 
 
Keywords: Healing. Diabetes. Hypertension. Biomolecules. 
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1. INTRODUÇÃO  

A pele é o maior órgão do corpo e atua como primeira barreira física de 

defesa contra microrganismos infecciosos e toxinas do meio externo (SANTOS 

et al, 2004; GÁL et al., 2011). Sua estrutura compreende duas camadas, a 

epiderme e a derme. A epiderme é constituída por um epitélio de revestimento 

estratificado pavimentoso queratinizado, cujas células são denominadas 

queratinócitos. A derme é formada por tecido conjuntivo, caracterizado por 

presença de vasos, fibras elásticas, colágeno (principalmente colágeno tipo I) e 

fibroblastos, que são as células predominantes (ROSS, 2017). 

A ocorrência de uma ferida cutânea provoca uma cascata de reações 

celulares e bioquímicas que inicia o processo cicatricial para reparação da 

mesma (LIMA; ARAÚJO, 2013). Esse processo compreende quatro fases que 

são independentes, porém se sobrepõem: hemostasia, inflamação, proliferação 

e remodelação (MORTON; PHILLIPS, 2016). Interferências no processo de 

cicatrização podem dificultar que a pele execute sua função de barreira física, 

expondo dessa forma o indivíduo a microrganismos infecciosos. A infecção 

associada à inflamação exacerbada (SIBBALD et al., 2011) é considerada a 

causa mais provável de cicatrização tardia tanto em feridas agudas quanto em 

crônicas, apesar da ampla disponibilidade de agentes antimicrobianos para a 

profilaxia e tratamento (FARRAR, 2011). 

Entre as doenças que podem afetar o processo de cicatrização, 

tornando-o lento, pode-se destacar o diabetes e a hipertensão arterial. Dentre 

os vários mecanismos fisiológicos existentes que retardam a cicatrização em 

diabéticos, estão: a diminuição da produção de óxido nítrico (NO), a produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a diminuição da resposta 

celular aos fatores de crescimento (KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012).   

Em hipertensos o retardo acontece devido a redução do lúmen arterial 

no tecido subcutâneo provocado pelo aumento da espessura da camada média 

da parede do vaso (KORSGARRD et al., 1993; BIONDO-SIMÕES et al., 2006), 

causando redução do fluxo sanguíneo e gerando um estado de hipóxia tecidual 

(CLARK, 2002). Um fato preocupante é que sob o ponto de vista 

epidemiológico a hipertensão é três vezes mais frequente em diabéticos do que 

na população não diabética (ANTÓNIO  et al., 2008), potencializando dessa 

forma os riscos do aparecimento de uma ferida crônica. 
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Nesse contexto, compostos de origem natural que possuem 

propriedades estimuladoras da reparação tecidual são estudados, dentre esses 

se destacam as lectinas e os polissacarídeos. As lectinas fazem parte de um 

grupo de proteínas ou glicoproteínas de origem não imunológica que se ligam 

reversivelmente a carboidratos específicos, essa interação acontece devido a 

sítios de ligação presentes na estrutura tridimensional desses polímeros (SUN 

et al., 2007; COELHO et al., 2017). Essas proteínas desempenham atividades 

biológicas importantes quando estão na superfície de células, como 

aglutinação, apoptose, reconhecimento celular e estimulação da proliferação 

celular (SANTOS SILVA et al. 2019).  

Cramoll, uma lectina purificada a partir de sementes da Cratylia mollis, 

uma planta forrageira encontrada na região Semiárida do estado de 

Pernambuco (CORREIA; COELHO, 1995), apresenta um amplo leque de 

aplicações biotecnológicas. Entre estes vários estudos, se destacam aqueles 

que relatam sua capacidade de acelerar o processo de cicatrização. Estudos já 

mostraram que ela acelerou a cicatrização de queimaduras de segundo grau 

(PEREIRA et al., 2012), o reparo ósseo (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2013) e 

quando imobilizada em membranas do polissacarídeo Galactomanana também 

acelerou a cicatrização de feridas cutâneas (ALBUQUERQUE et al., 2017). 

Mesmo quando se apresenta condições adversas ao processo cicatricial, como 

por exemplo, a imunossupressão, mantem sua atividade cicatrizante (MELO et 

al., 2011; PEREIRA et al., 2019). 

Assim como as lectinas, os polissacarídeos também são analisados 

quanto a capacidade de estimular o processo cicatricial (SUN, 2017). São 

utilizados em formulações de géis, hidrogéis e membranas, como veículo para 

liberação de medicamentos e curativos tópicos (MONTEIRO, 2007). Estudos já 

relataram a aplicação de membranas constituídas de celulose, alginato, 

quitosana e galactomanana em feridas experimentais, promovendo a 

cicatrização (WIEGAND; HIPLER, 2010; ALBUQUERQUE et al., 2017). Além 

disso, muitos polissacarídeos apresentam propriedades antimicrobianas e 

possíveis ligações com mediadores inflamatórios (WIEGAND; HIPLER, 2010).  

Xiloglucanas são polissacarídeos ramificados, geralmente encontrados 

nas paredes celulares primárias e nas sementes de plantas superiores, 

apresentando funções estruturais e de armazenamento energético, 
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respectivamente (LUCYSZYN et al., 2011). As Xiloglucanas extraídas das 

sementes de Hymenaea courbaril (planta popularmente conhecida como 

jatobá) podem formar matrizes para imobilização de moléculas bioativas 

(ARRUDA et al., 2015) podendo dessa forma, funcionar como curativo tópico.  

Diante do exposto, e levando em consideração a atividade cicatrizante 

da Cramoll, já confirmada em feridas de animais (ratos e camundongos) 

normais e imunocomprometidos, e as características inerentes da Xiloglucana 

extraída das sementes de H. courbaril, este estudo objetivou ampliar os 

estudos da atividade cicatrizante da Cramoll imobilizada ou não com a uma 

membrana de Xiloglucana de H. courbaril, utilizando animais sistemicamente 

comprometidos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo geral: 

Avaliar o potencial cicatrizante da Cramoll, de membranas de Xiloglucana 

de sementes de Hymenaea courbaril (HcXM) e de Cramoll imobilizada em 

HcXM (Cramoll-HcXM), em feridas de camundongos diabéticos, bem como, 

Cramoll em feridas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e SHR 

diabéticos. 

  

2.2  Objetivos específicos: 

 Extrair e purificar Cramoll e o polissacarídeo Xiloglucana de sementes 

de H. courbaril por protocolos previamente estabelecidos; 

 Produzir membranas da Xiloglucana de sementes de Hymenaea 

courbaril (HcXM) por protocolo previamente estabelecido; 

 Imobilizar por enclausuramento a Cramoll nas membranas de 

Xiloglucana (Cramoll-HcXM) por protocolo previamente estabelecido; 

 Induzir diabetes em camundongos Swiss albino e em SHRs por 

protocolos previamente estabelecidos; 

 Induzir feridas cutâneas nos camundongos Swiss albino diabéticos, nos 

SHRs diabéticos ou não; 

 Realizar tratamento tópico das feridas cutâneas experimentais utilizando 

Cramoll, HcXM, bem como Cramoll-HcXM, nos camundongos diabéticos 

durante 12 dias; 

 Realizar o tratamento tópico diário das feridas cutâneas experimentais 

utilizando a Cramoll, nos SHRs e nos SHRs diabéticos, durante 14 dias; 

 Avaliar clinicamente a evolução dos processos cicatriciais diariamente 

nos camundongos diabéticos, durante 12 dias, e nos SHRs e SHRs 

diabéticos durante 14 dias; 

 Avaliar histologicamente a evolução dos processos cicatriciais nos 2º, 7º 

e 12º dias de tratamento, em camundongos diabéticos, ou 3º, 9º e 14º 

dias de tratamento, em SHRs e SHRs diabéticos, respectivamente; 

 Quantificar os colágenos tipos I e III nas feridas dos camundongos 

diabéticos, dos SHRs e SHRs diabéticos.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 Estrutura e fisiologia da pele 
 

A pele é o maior órgão do corpo humano e atua como primeira barreira 

física de defesa contra microrganismos infecciosos e toxinas do meio externo 

(SANTOS et al., 2004; GÁL et al., 2011; BOTTING et al., 2017), ou seja, ela é a 

interface principal entre o organismo e o ambiente externo (TALAGAS et al., 

2019), sua integridade é de extrema importância para a manutenção da 

homeostase corporal (ARIOTTI; VELDHOEN, 2019). Além de exercer função 

imunológica (GÁL et al., 2011; BOTTING et al., 2017) e ser um órgão sensorial 

especializado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017), a pele desempenha outras 

funções como por exemplo regulação da temperatura corporal, síntese de 

vitamina D, reservatório de água, minerais e gorduras (REESE et al., 2016), 

previne a desidratação, protege contra os raios ultravioleta, absorve 

substâncias e promove a cicatrização de feridas (THEORET, 2009; GÁL et al., 

2011, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

Histologicamente a pele é constituída por duas camadas distintas 

(REESE et al., 2016) que se encontram firmemente unidas entre si (SANTOS 

et al., 2004), a epiderme, constituída por um epitélio de revestimento 

estratificado pavimentoso queratinizado, e a derme, constituída por tecido 

conjuntivo propriamente dito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ROSS, 2016). A 

camada subcutânea, situada abaixo da derme é conhecida como hipoderme, 

tem a mesma origem embrionária da derme, porém não faz parte dela 

(ALMEIDA, 2009) (Figura 1).  

Figura 1. Principais estruturas e camadas da pele. 

 
FONTE: Disponível em: https://afh.bio.br/sistemas/tegumentar/1.php 
Acesso em 18 jul. 2019. 

https://afh.bio.br/sistemas/tegumentar/1.php
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A epiderme, camada mais externa da pele, é avascular e tem sua 

nutrição fornecida pelos vasos sanguíneos da derme (BORGES, 2010) (Figura 

1). Constituída principalmente por células epiteliais denominadas 

queratinócitos, que produzem a proteína fibrosa queratina e apresentam função 

de barreira protetora (ROSS, 2016). Além disso, a epiderme também apresenta 

células do tecido conjuntivo, os melanócitos e células de Langerhans, e do 

tecido nervoso, as células de Merkel. Os melanócitos são responsáveis pela 

produção de melanina, pigmento da pele que age como protetor natural contra 

os efeitos nocivos de raios UV. As células de Langerhans têm a função de 

captar, processar e apresentar os antígenos aos linfócitos T, atuando como 

mediadoras da resposta inflamatória (BOTTING et al.,2017), e as células de 

Merkel agem como mecanoreceptores (EHRENREICH; RUSZCZAC, 2006), 

sinalizando principalmente estímulos mecânicos e estáticos (RANADE et al., 

2014). 

De acordo com as características morfológicas e citoplasmáticas 

apresentadas pelos queratinócitos, a epiderme é dividida em cinco camadas ou 

estratos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017) (Figura 2). Tais camadas refletem a 

progressão das células germinativas, encontradas na base, para as células 

corneificadas, presentes na superfície da pele (ALMEIDA, 2009). A partir da 

camada mais interna para a mais superficial, encontram-se: 

1. Camada basal ou germinativa: caracterizada por apresentar células 

com morfologia prismática ou cúbica sobre a membrana basal que 

delimita a epiderme da derme. É rica em células-tronco com atividade 

mitótica intensa, sendo responsável pela constante renovação da 

epiderme, já que os queratinócitos migram da camada basal em direção 

a superfície até constituir a camada córnea; 

2. Camada espinhosa: formada por células de morfologia cúbica ou 

ligeiramente achatada que contem feixes de filamentos de queratina no 

seu citoplasma. É chamada de espinhosa porque os queratinócitos 

dessa camada são unidos entre si por desmossomos, que em 

preparações histológicas aparecem como projeções celulares, 

conferindo um aspecto espinhoso;  

3. Camada granulosa: caracterizada por apresentar três a cinco fileiras de 

queratinócitos poligonais achatados com grânulos de querato-hialina e 
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grânulos lamelares no citoplasma. Os grânulos lamelares possuem 

discos lamelares formados por bicamadas lipídicas, que se fundem com 

a membrana plasmática do queratinócito e liberam seu conteúdo 

lipídico para o meio extracelular. O material lipídico contribui para a 

formação da barreira de proteção da pele contra penetração de 

substâncias e perda de água; 

4. Camada lúcida: constituída apenas por uma fileira de queratinócitos 

achatados, cujos citoplasmas apresentam numerosos filamentos de 

queratina compactados e envolvidos por material elétron-denso. Nessa 

camada não é possível detectar os núcleos e organelas dessas células, 

pois foram digeridos por enzimas lisossômicas; 

5. Camada córnea: constituída por células mortas, de morfologia achatada 

e sem núcleo, cujo citoplasma se apresenta repleto de queratina. 

 

Figura 2. Camadas da epiderme. 

 
FONTE: Disponível em:  

http://cienciasbiologiafisicapassenaprova.blogspot.com/2016/05/sistema-tegumentar.html 

Acesso em 18 jul. 2019. 

 

Dessa forma, a diferenciação da epiderme consiste na migração dos 

queratinócitos da camada basal para a camada córnea. Esse processo é 

conhecido como diferenciação terminal, onde os queratinócitos perdem 

atividade mitótica, sofrem modificações morfológicas e bioquímicas, e 

http://cienciasbiologiafisicapassenaprova.blogspot.com/2016/05/sistema-tegumentar.html
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transformam-se em estruturas multilamelares de queratinócitos envolvidos por 

matriz extracelular lipídica (KIM; YUN; CHO, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017). Todo esse processo permite que a camada córnea forneça um 

obstáculo mecânico contra patógenos invasores e seus produtos tóxicos, e 

também contra a desidratação, enquanto as camadas mais profundas da 

epiderme são observadas de perto pelo sistema imunológico (ARIOTTI; 

VELDHOEN, 2019). 

A camada mais interna da pele, a derme, é bem vascularizada e 

inervada, contém folículos pilosos e glândulas sebáceas e sudoríparas, que  

são estruturas derivadas da epiderme (THEORET, 2009; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2017) (Figura 1). Como dito anteriormente, é responsável pela 

nutrição da epiderme, e, além disso, é importante para a termorregulação da 

pele, percepção sensorial e defesa imunológica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2017). De acordo com o tipo de tecido conjuntivo propriamente dito, a derme é 

dividida em duas camadas, papilar e reticular. 

1. Camada papilar: é constituída por tecido conjuntivo frouxo, com 

fibroblastos e delgadas fibras colágenas e elásticas. Essas fibras 

estão perpendiculares à junção dermoepidérmica, por um lado se 

inserem na membrana basal e, por outro penetram na derme, 

contribuindo para prender a derme na epiderme. Apresentam 

saliências chamadas de papilas dérmicas (ALMEIDA, 2009; 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017); 

2. Camada reticular: é constituída por tecido conjuntivo denso, contém 

fibras elásticas, que são, em parte, responsáveis pela elasticidade 

da pele (ALMEIDA, 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

O fibroblasto é a principal célula da derme, responsável pela síntese da 

matriz extracelular (MEC) (SENNETT; RENDL, 2012). Essas células têm uma 

grande importância no processo de cicatrização, pois migram para o local da 

ferida e a preenche de MEC, formando uma cicatriz (DARBY et al., 2014). 

 

3.2 Feridas cutâneas e cicatrização 

 
Feridas cutâneas são definidas como qualquer rompimento que leve a 

descontinuidade da pele. Elas podem surgir em decorrência de um trauma 
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(mecânico, físico ou químico), procedimentos cirúrgicos, insuficiência vascular 

e também de condições médicas subjacentes, como diabetes, hipertensão e 

doenças reumatológicas e inflamatórias (MORTON; PHILLIPS, 2016). 

Quando a pele é lesionada, ocorre uma cascata de reações celulares e 

bioquímicas, iniciando dessa forma o processo cicatricial (LIMA; ARAÚJO, 

2013), que tem como objetivo evitar o extravasamento de sangue e reparar a 

ferida. A cicatrização pode ocorrer de três formas: 

1. Primeira intenção: quando não há perda de tecido e as extremidades da 

pele ficam justapostas uma à outra, como ocorre, por exemplo, nas 

feridas decorrentes de procedimentos cirúrgicos (BORGES et al., 2010); 

2. Segunda intenção: quando há perda de tecido e as extremidades da 

pele ficam distantes uma da outra, sendo necessária a formação de 

tecido de granulação, contração e a reepitelização da ferida (BORGES 

et al., 2010); 

3. Terceira intenção: quando há fatores que interferem no processo, 

retardando a cicatrização, como infecção, isquemia (causando má 

nutrição e baixa perfusão de oxigênio nos tecidos), doenças endócrinas 

como diabetes e obesidade, terapia em curso com glicocorticoides, 

radioterapia e quimioterapia (BORGES et al., 2010). 

O processo de cicatrização compreende quatro fases que são 

independentes, porém se sobrepõem: hemostasia, inflamação, proliferação e 

remodelação (MORTON; PHILLIPS, 2016). Após a ocorrência de uma ferida, 

inicia-se o extravasamento sanguíneo que preenche a área da ferida com 

plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas (EMING; KRIEG; 

DAVIDSON, 2007). As plaquetas se ligam as fibras de fibrina para que ocorra a 

formação do coágulo, impedindo a hemorragia (NANDI et al., 2019), 

reestabelecendo a hemostasia e formando uma barreira contra a invasão de 

microrganismos. Este se torna mais consistente conforme a fibrina vai se 

polimerizando pelas vias da coagulação (WERNER; GROSE, 2003) (Figura 3). 
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Figura 3. Formação do coágulo. 

 

FONTE: Autor. 

 

O coágulo serve como alicerce para a migração de células (SUN; 

SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014), pois a ativação plaquetária libera mediadores 

quimiotáticos que vão promover a migração de células inflamatórias para o 

local da ferida (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005) objetivando evitar infecções 

e iniciando a fase inflamatória. Induzidas pela trombina, as plaquetas sofrem 

degranulação, e liberam vários fatores de crescimento, como por exemplo: fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento 

transformante-α (TGF-α), fator de crescimento transformante-β (TGF-β), fator 

de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento de células 

endoteliais (VEGF). Além disso, também são liberadas glicoproteínas adesivas 

como a fibronectina e trombospondina, que são importantes constituintes 

da MEC provisória (STRETT et al., 2000). 
Neutrófilos e macrófagos também são atraídos ao leito da ferida em 

resposta aos agentes quimiotáticos das plaquetas (CLARK, 2002). Essas 

células são as predominantes da fase inflamatória (BALBINO; PEREIRA; CURI, 

2005), elas fagocitam e digerem bactérias e restos celulares (Figura 4). Além 

disso, os macrófagos secretam fatores quimiotáticos que atraem outras células 

inflamatórias e produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes 

vasodilatadores, afetando a permeabilidade dos microvasos (ARNOLD; WEST, 
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1991; EMING et al., 2007). Os macrófagos também produzem diversos fatores 

de crescimento, tais como PDGF, TGF-β, EGF, fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) e VEGF. Esses se destacam como as principais citocinas 

necessárias para estimular a formação do tecido de granulação (SINGER; 

CLARK, 1999), pois atraem para o local da ferida fibroblastos e queratinócitos e 

os induzem a proliferação (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; DICKINSON; 

GERECHT, 2016), iniciando assim, a fase proliferativa. 

 
Figura 4. Fases inflamatória e proliferativa da cicatrização 

 
FONTE: Autor. 

 

A fase proliferativa caracteriza-se pela formação de um tecido de 

granulação contendo células inflamatórias, fibroblastos e vasos sanguíneos 

neoformados em uma matriz de colágeno frouxa. É responsável pelo 

fechamento da ferida (Figura 4) e compreende reepitelização,  fibroplasia e 

angiogênese (ISAAC et al., 2010). A proliferação epitelial inicia-se por 

estimulação mitogênica e quimiotática dos queratinócitos pelo TGF-α e EGF 

(DVORAK, 2002). Essas células migram das bordas da ferida e multiplicam-se, 

reestruturando as camadas da epiderme e promovendo a reepitelização 

tecidual (ISAAC et al., 2010). 

A angiogênese ocorre a partir de vasos íntegros adjacentes à ferida, que 

são responsáveis por fornecer oxigênio e nutrientes para a cicatrização. 

Simultaneamente ocorre deposição e proliferação de fibroblastos sobre a rede 

de fibrina formando um tecido frouxo, denominado tecido de granulação. Os 

fibroblastos secretam elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteases e 

colágeno, principalmente colágeno tipo III, os quais são responsáveis pela 

regeneração tecidual (MANDELBAUM; SANTIS; MANDELBAUM, 2003; ISAAC 

et al., 2010). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dickinson%20LE%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27547189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerecht%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27547189
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A fase de remodelação envolve um minucioso e organizado equilíbrio 

entre degradação e formação de matriz (ACKERMANN, 2009), que, é marcada 

por maturação dos elementos e alterações na MEC, ocorrendo o depósito de 

proteoglicanos e colágeno (GABBIANI, et al., 1972). Influenciada por citocinas 

e fatores de crescimento, a matriz de colágeno é continuamente degradada, 

resintetizada, reorganizada e reestabilizada (KARUKONDA et al., 2000; 

ACKERMANN, 2009). Nessa fase, surgem as primeiras fibras de colágeno tipo 

I, o qual é mais resistente e espesso em substituição ao colágeno tipo III 

depositado durante a fase proliferativa (ACKERMANN, 2009; ISAAC et al., 

2010). 

O colágeno é uma proteína fibrosa insolúvel de função estrutural, que 

aumenta com uma taxa relativamente constante a partir do 3º dia de 

cicatrização (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Essa proteína é classificada  

em diferentes grupos, conforme sua sequência de aminoácidos. Os colágenos 

presentes na derme são os tipos I e III. Em um tecido normal cerca de 90% é 

colágeno tipo I e 10% colágeno tipo III, mas quando o tecido é lesado, o tipo III 

predomina na fase proliferativa, porém na fase de remodelação é substituído 

ao longo do processo de reparo tecidual pelas fibras do tipo I (OLIVEIRA; 

DIAS, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). 

Na fase mais tardia, os fibroblastos do tecido de granulação 

transformam-se em miofibroblastos comportando-se como um tecido contrátil 

responsivo aos agonistas que estimulam o músculo liso. Ocorre, 

concomitantemente, reorganização da matriz extracelular, que se  transforma 

de provisória em definitiva (GABBIANI et al., 1972). 

Assim que a demanda metabólica do processo de cicatrização diminui, a 

alta rede de capilares, fibroblastos e células inflamatórias desaparecem do  

local da ferida mediante processos de emigração e apoptose (ARNOLD; 

WEST, 1991; ACKERMANN, 2009). Esse fato leva à formação de cicatriz com 

reduzido número de células. Por outro lado, se persistir a celularidade no local, 

ocorrerá a formação de cicatrizes hipertróficas ou queloides. As principais 

citocinas envolvidas nessa fase são: fator de necrose tumoral (TNF-α), 

interleucina-1 (IL-1), PDGF e TGF-β produzidas pelos fibroblastos, além das 

produzidas pelas células epiteliais como EGF e TGF-β (KARUKONDA et al., 

2000). 
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Interferências no processo de cicatrização podem dificultar que a pele 

execute sua função de barreira física, expondo dessa forma o indivíduo a 

microrganismos infecciosos. A infecção associada à inflamação exacerbada é 

considerada a causa mais provável de cicatrização tardia tanto de feridas 

crônicas quanto de agudas (SIBBALD et al., 2011), apesar da ampla 

disponibilidade de agentes antimicrobianos para a profilaxia e tratamento 

(FARRAR, 2011). Entre as doenças que podem afetar o processo de 

cicatrização, tornando-o lento, pode-se destacar o diabetes mellitus e a 

hipertensão arterial. 

 
3.3 Diabetes mellitus 

 
O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio metabólico crônico caracterizado 

pelo aumento da concentração de glicose no sangue (hiperglicemia) 

(OGURTSOVA, et al., 2017), devido a um defeito na secreção de insulina e/ou 

quando o corpo não pode usa-la de maneira efetiva (RADENKOVIĆ; 

STOJANOVIĆ; PROSTRAN, 2016). Pode se manifestar de três formas 

principais: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e o gestacional (DMG). 

O DM1 ocorre devido à destruição autoimune das células β do pâncreas 

(ROTHER, 2007; BAKAY; PANDEY; HAKONARSON, 2013; MILLMAN et al., 

2016) que envolve fatores genéticos em combinação com gatilhos ambientais 

(MAAHS et al., 2010). A destruição progressiva das células β é causada pela 

infiltração de linfócitos no tecido pancreático levando a alterações crônicas 

irreversíveis, atrofia e fibrose (CSOBONYEIOVA; POLAK; DANISOVIC, 2018). 

Estudos revelaram que aproximadamente 57 lócus independentes estão 

associados a manifestação do DM1 (ONENGUT-GUMUSCU et al., 2015). O 

tratamento desse distúrbio é baseado na administração de insulina exógena 

durante toda a vida do indivíduo acometido (CIERPKA-KMIEC; WRONSKA; 

KMIEC, 2019), porém, a oscilação da glicose sanguínea e comorbidades 

associadas resultam em complicações graves em longo prazo (KAWSER 

HOSSAIN et al., 2016). 

O DM2 está relacionado à resistência insulínica dos tecidos periféricos 

gerando uma liberação insuficiente ou suficiente de insulina, mas que não é 

reconhecida pelo tecido periférico. No tratamento, utilizam-se medicamentos 

que aumentam a secreção de insulina, sua sensibilidade tecidual, aumentam 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawser%20Hossain%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26907255
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawser%20Hossain%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26907255
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excreção de glicose ou retardam a absorção de glicose no trato gastrointestinal 

(CIERPKA- KMIEC; WRONSKA; KMIEC, 2019).  

O DMG é caracterizado pela intolerância a glicose percebida pela 

primeira vez durante a gravidez (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999), e 

frequentemente precede o desenvolvimento do DM2 (KUMAR et al., 2012). 

Entre os fatores que ocasionam o DMG estão o sobrepeso/obesidade, dieta 

ocidentalizada e deficiências de micronutrientes, idade materna avançada e 

histórico familiar de resistência à insulina e/ou diabetes (PLOWS et al., 2018). 

Quando o DMG é diagnosticado ou previsto precocemente pode ser tratado 

através de intervenções apropriadas, como mudanças no estilo de vida ou 

meios farmacológicos para reduzir o impacto adverso na saúde (FAAL et al., 

2019). 

Indivíduos diabéticos apresentam um risco maior de morbidade e 

mortalidade do que a população geral (OGURTSOVA, et al., 2017), pois o 

diabetes, mesmo quando tratado corretamente, pode levar a complicações, 

além de diminuir a qualidade de vida do indivíduo e aumentar os custos 

médicos devido a necessidade do paciente ficar hospitalizado 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Trata-se de uma das 

principais causas de doença cardiovascular, cegueira, insuficiência renal e 

amputação de membros inferiores devido à deficiência no processo  cicatricial, 

e na gestação, quando mal controlado aumenta o risco de complicações 

(DeFRONZO et al., 2015), como pré-eclâmpsia para a mãe (JOFFE et 

al.,1998), e ao feto distocia (ATHUKORALA; CROWTHER; WILLSON, 2007) e 

macrossomia (FERRARA et al., 2007). 

O diabetes é apontado como uma das principais causas das doenças 

citadas acima porque altos níveis de glicose no sangue aumenta o estresse 

oxidativo, devido à produção excessiva de radicais livres ou da redução das 

defesas antioxidantes (GIACCO; BROWNLEE, 2010), causando danos 

vasculares generalizados que levam a cardiopatias, retinopatias, nefropatia e 

os nervopatias (DeFRONZO et al., 2015). Um dado preocupante é que em 

2017 existiam cerca de 425 milhões de diabéticos no mundo 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017), e de acordo com 

Ogurtsova et al. (2017) esse número vai subir para 642 milhões até 2040. 

Então, a cada ano mais indivíduos estarão em risco de desenvolver as 



31  

referidas doenças ou necessitar de uma amputação de membros inferiores, 

tendo como causa principal o diabetes. 

Diante de todas as complicações que o diabetes pode provocar em um 

indivíduo, várias pesquisas buscam alternativas para minimizar seus efeitos, 

como por exemplo: testar meios de estimular a proliferação das células β do 

pâncreas (SUBRAMANIAN et al., 2019), investigar biomarcadores capazes de 

identificar precocemente mulheres com risco de desenvolver DMG (DEREKE et 

al., 2019; FAAL et al., 2019), averiguar efeito citoprotetor de compostos frente 

ao estresse oxidativo provocado pelo DM (ĐURAŠEVIĆ et al., 2019), e estudar 

alternativas que estimulem o processo de cicatrização em diabéticos 

(MASOOD et al., 2019). 

Modelos animais têm sido amplamente utilizados para a obtenção de 

informações a respeito de várias doenças (HE; BAZAN, 2016). 

Experimentalmente, o diabetes mellitus pode ser induzido por manipulação 

química, cirúrgica e genético-imunológica. Os compostos químicos mais 

importantes e mais frequentemente utilizados para a indução do DM1 são a 

aloxana e a estreptozotocina (RADENKOVIĆ; STOJANOVIĆ; PROSTRAN, 

2016), e a via de administração mais segura é a intraperitoneal, pois evita 

efeitos tóxicos e reduz a mortalidade geral (FEDERIUK et al., 2004). Os dois 

compostos são análogos da glicose e tóxicos as células β do pâncreas 

(SZKUDELSKI, KANDULSKA; OKULICZ, 1998), causando a destruição das 

mesmas (RADENKOVIĆ; STOJANOVIĆ; PROSTRAN, 2016), 

consequentemente isso afeta a produção/liberação de insulina provocando a 

hiperglicemia. 

 
3.4 Hipertensão arterial 

 
De acordo com a American Heart Association, a hipertensão resistente 

(pressão alta) é definida como a exigência de 3 ou mais medicamentos (1 

preferencialmente um diurético) para controlar adequadamente a pressão 

arterial (NAGARAJAN; JALAL, 2019). No ano de 2017 especialistas mudaram 

as regras sobre o que se classifica como pressão alta, e definiram hipertensão 

como uma leitura de 130 na máxima (pressão arterial sistólica) ou 80 na 

mínima (pressão arterial diastólica). Antes, o padrão era 140/90 (AMERICAN 

HEART ASSOCIATION, 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Subramanian%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=31067533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C4%90ura%C5%A1evi%C4%87%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=30919867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radenkovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stojanovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prostran%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Federiuk%20IF%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15253270
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radenkovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stojanovi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prostran%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26596652
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Atualmente a hipertensão atinge cerca de 1,13 bilhões de pessoas no 

mundo (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2017) e é um fator de risco 

para insuficiência cardíaca, doença arterial coronariana e acidente vascular 

cerebral, com altas taxas de morbidade e mortalidade (JAWORSHA et al., 

2017). Além disso, é uma provável característica da obesidade, diabetes 

mellitus e síndrome metabólica (MENDIZÁBAL; LLORENS, NAVA, 2013), e 

produz alterações patológicas na vasculatura, como microangiopatia na retina, 

rins, etc (SCHMIEDER, 2010). Além disso, estudos relatam que hipertensos 

têm o processo de cicatrização prejudicado (KORSGARRD et al., 1993; 

ZANCHI; BRUNNER; HAYOZ, 1997; CLARK, 2002; BIONDO-SIMÕES et al., 

2006). 

Diante do número crescente de indivíduos hipertensos e das 

complicações que essa doença crônica pode provocar, vários estudos 

objetivam métodos para conhecer mais sobre a doença e para minimizar seus 

efeitos (YANG et al., 2015; JAWORSHA et al., 2017; SANTISTEBAN et al., 

2017). 

A maioria desses estudos, quando in vivo, são realizados utilizando um 

modelo animal que apresenta a hipertensão espontaneamente, o SHR. O 

modelo animal SHR foi desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963) e apresenta 

vasos sanguíneos remodelados por um aumento da espessura da parede 

média e em consequência diminuição do lúmen do vaso (INTENGAN; 

SCHIFFRIN, 2001). Esse espessamento da parede do vaso também acontece 

na hipertensão em humanos (HEAGERTY et al., 1993), dessa forma o SHR é 

um modelo útil para estudos sobre hipertensão humana. 

 
3.5 Cicatrização em diabéticos e hipertensos 

 
Como falado anteriormente, o diabetes mellitus e a hipertensão arterial 

são doenças que afetam o processo cicatricial, lentificando-o. Isso acontece 

devido a uma ruptura da cascata de cicatrização normal, de maneira que se 

cria um microambiente hostil ao tecido, prolongando a fase inflamatória 

(DICKINSON; GERECHT, 2016). 

Nos indivíduos diabéticos, vários mecanismos são apontados como 

fatores que interferem na cicatrização, entre eles estão: a produção excessiva 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), diminuição do óxido nítrico (NO) e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendiz%C3%A1bal%20Y%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23573411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Llorens%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23573411
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diminuição da resposta aos fatores de crescimento (GFs) (BREM; TOMIC- 

CANIC, 2007; KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012). O excesso de EROs é 

denominado de estresse oxidativo, e pode causar danos celulares (ILANGO; 

CHITRA, 2010). O óxido nítrico é necessário na cicatrização porque contribui 

com os mecanismos de defesa do organismo, pois dilata os vasos sanguíneos 

permitindo um fluxo maior de células de defesa no local da ferida (FLORA 

FILHO; ZILBERSTEIN, 2000), dessa forma, sua redução deixa a ferida 

vulnerável a infecções. A diminuição da resposta celular e dos fatores de 

crescimento afeta a proliferação celular que é necessária para que ocorra a 

reepitelização (SANTORO; GAUDINO, 2005). 

Além disso, diabéticos apresentam redução nos níveis plasmáticos de 

fibronectina, de linfócitos e imunoglobulinas, e diminuição da formação da 

matriz provisória (FEJFAROVA et al., 2016). Há uma resposta inflamatória in 

situ prolongada devido aos altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, o que 

leva ao aumento de metaloproteinases, degradação marcante da matriz e 

apoptose (BLAKYTNY & JUDE, 2006). A angiogênese também pode ser 

retardada ou prejudicada, levando à privação de oxigênio e nutrientes, 

fibroblastos reduzidos, deficiência na migração de queratinócitos e início tardio 

do fenótipo de miofibroblastos com diminuição do depósito de colágeno tipo I 

(EBAID et al., 2013). 

Fawcett et al. (1996) sugeriram que o déficit de cicatrização em 

hipertensos ocorre devido a alterações microvasculares, causada pela 

hipertensão arterial, levando a um fluxo sanguíneo reduzido no local da 

anastomose. As alterações microvasculares da hipertensão arterial não se 

limitam apenas à microvasculatura colônica, mas também ocorrem na tela 

subcutânea. Nesta, provoca redução do lúmen das artérias devido ao aumento 

da espessura da camada média da parede do vaso (KORSGARRD et al., 1993; 

ZANCHI; BRUNNER; HAYOZ, 1997; BIONDO-SIMÕES et al., 2006), gerando 

um estado de hipóxia tecidual (CLARK, 2002). É importante salientar que o 

aumento na espessura da camada media do vaso não ocorre devido a 

hipertrofia e hiperplasia dos miócitos, mas devido a um rearranjo das células 

musculares lisas na parede arterial (KORSGAARD et al., 1993).  

A hipóxia tecidual é um fator sistêmico que interfere na cicatrização e 

que se constitui na privação dos nutrientes e do oxigênio necessários para as 
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células, que são levados através do sistema microcirculatório. A hipóxia diminui 

a deposição de colágeno, inibe a atividade fagocitária e pode levar a 

proliferação de microorganismos pela diminuição da atividade leucocitária 

(CLARK, 2002).  

Visando acelerar o processo cicatricial a introdução de enzimas 

proteolíticas como agentes debriadores de tecido necrosado tem sido 

amplamente utilizado clinicamente. 

 
3.6 Enzima Colagenase 

A colagenase é uma enzima proteolítica que cliva as ligações peptídicas 

do colágeno. Clinicamente é utilizada como agente desbridante de feridas, e 

estudos indicam que o desbridamento enzimático com colagenase é uma 

técnica segura e eficaz, pois degrada seletivamente os detritos de colágeno no 

tecido necrótico que está ligado ao leito da ferida, sem afetar a queratina, a 

gordura ou a fibrina (HUETT et al., 2017; PATRY; BLANCHETTE, 2017).  

O desbridamento é o processo de remoção de tecido ou fibrina 

desvitalizada, necrótica, não viva ou infectada e de detritos presentes na ferida. 

Estudos relatam que o desbridamento exerça uma ação positiva no leito da 

ferida, favorecendo a deposição do tecido de granulação e, finalmente, 

promovendo um ambiente propício para a cicatrização (PATRY; 

BLANCHETTE, 2017). 

A pomada dermatológica Kollagenase® (Laboratório Cristália) é 

composta por 0,6 U de colagenase e 1g de vaselina (veículo q. s. p.), e  é 

indicada para o tratamento e limpeza de feridas de difícil cura e de qualquer 

origem e localização (Figura. 5). Trata-se de uma preparação proteolítica 

enzimática obtida a partir de culturas do Clostridium histolyticum, que após 

purificação cromatográfica, apresenta-se constituída por uma série de 

peptidases, sendo a componente principal a colagenase (Bula da pomada 

Kollagenase® do laboratório Cristália).  

A pomada age como desbridante em feridas superficiais, promovendo a 

limpeza enzimática, retirando necroses e crostas. Digere o colágeno em pH e 

temperatura fisiológicos, removendo efetivamente detritos, deixando um 

ambiente propício para a formação de uma nova matriz extracelular.  A 

colagenase contribui para a formação do tecido de granulação e a subsequente 
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reepitelização de feridas e queimaduras, não atacando tecidos saudáveis ou 

tecidos de granulação recentemente formados (BULA DA POMADA 

KOLLAGENASE® DO LABORATÓRIO CRISTÁLIA). 

 
Figura 5. Pomada dermatológica Kollagenase® Cristália 

  

FONTE: Disponível em: https://www.farma22.com.br/kollagenase-sem-cloranfenicol-pomada-

30g/p 

Acesso em 20 jul. 2019. 

 

3.7 Compostos naturais de origem vegetal que estimulam a cicatrização 

 
Atualmente, diante dos riscos inerentes de uma ferida crônica, muitos 

estudos buscam métodos alternativos para estimular o processo de 

cicatrização. Nesse contexto, destacam-se aqueles que analisam compostos 

naturais de origem vegetal. Entre esses compostos, as lectinas e os 

polissacarídeos surgem como candidatos promissores (CORIOLANO et al., 

2014; ALBUQUERQUE et al., 2017; SUN, 2017). 

As lectinas fazem parte de um grupo de proteínas ou glicoproteínas de 

origem não imunológica que se ligam reversivelmente a carboidratos 

específicos, essa interação acontece devido a sítios de ligação presentes na 

estrutura tridimensional desses polímeros (SUN et al., 2007; COELHO et al., 

2017). Essas proteínas desempenham atividades biológicas importantes 

quando estão na superfície de células, como aglutinação, reconhecimento 

celular, simbiose, estimulação da proliferação celular, opsonização e apoptose 

(WITITSUWANNAKUL; WITITSUWANNAKUL; SAKULBORIRUG, 1998). 

Podem ser encontradas em vírus, microorganismos, algas, plantas e 

animais, sua presença pode ser determinada através da ação de aglutinar 

eritrócitos de diferentes espécies animais (CORREIA; COELHO, 1995; 

SHARON; LIS, 2004) (Figura 6). As sementes de leguminosas são 

particularmente fontes abundantes de lectinas (SOL; CAVADA; CALVETE, 

2007). 

https://www.farma22.com.br/kollagenase-sem-cloranfenicol-pomada-30g/p
https://www.farma22.com.br/kollagenase-sem-cloranfenicol-pomada-30g/p
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Carboidrato 

Figura 6. Rede de aglutinação mediada por lectinas 

FONTE: Adaptada de PAIVA, et al., 2011. 

 

Cratylia mollis, também conhecida como feijão camaratu, é uma planta 

forrageira encontrada na região semi-árida do estado de Pernambuco 

(CORREIA; COELHO, 1995), pertencente à família de leguminosas 

Papilionoideae (POLHILL et al., 1981) (Figura 7). De suas sementes têm sido 

purificadas e caracterizadas isoformas de lectinas (Cramoll 1, Cramoll 2, 

Cramoll 3 e Cramoll 4), que vem apresentando diversas atividades promissoras 

na área biotecnológica. Uma solução contendo as isoformas 1 e 4 é 

denominada Cramoll, que apresenta especificidade glicose/manose 

(CORREIA; COELHO, 1995) e vários estudos têm relatado seu amplo leque de 

atividades biológicas. 

 
Figura 7. Cratylia mollis  

 

FONTE: Pereira, D. S. T. et al., 2012. Arbusto (à esquerda) e sementes (à direita) da Cratylia 

mollis 

 
Tais como: o perfil imunomodulatório de Cramoll (MELO et al., 2010; 

SILVA et al., 2015; JANDÚ et al., 2017), a capacidade de caracterização de 
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tecidos cancerígenos humanos (BELTRÃO et al., 1998; LIMA et al., 2010), 

atividade mitogênica em linfócitos humanos (MACIEL et al., 2004). A lectina 

promoveu 41% de inibição tumoral (sarcoma 180) quando aplicada na forma 

livre, quando encapsulada, esta atividade aumentou para cerca de 80% e 

eliminou os efeitos hepatotóxicos provocados pela Cramoll livre (ANDRADE et 

al., 2004), revelando dessa forma sua ação antitumoral (CUNHA et al., 2016; 

OLIVEIRA FIGUEIRÔA et al., 2017). Além disso, ela pode atuar como 

biosensor na identificação de diferentes sorotipos de dengue, como indutora de 

morte de epimastigotas de Trypanossoma cruzi por necrose (FERNANDES et 

al., 2010), como potencial anti-helmíntico contra Schistosoma mansoni (MELO 

et al., 2011a), e efeitos citoprotetores contra danos oxidativos induzidos por 

peróxido de hidrogênio em células Vero (SILVA et al., 2015). 

Recentemente um estudo relatou que Cramoll foi promissora quando 

conjugada a pontos quânticos para analisar expressão de carboidratos em 

Candida albicans, sendo esse complexo importante para estudos de mudanças 

de glicosilação (CUNHA et al, 2018), e outro estudo, afirma que a imobilização 

de Cramoll em nanotubos de dióxido de titânio aumentam a adesão e 

proliferação de células semelhantes a osteoblastos, sendo este complexo 

relevante para testes em implantodontia (OLIVEIRA et al., 2018). 

Entre os vários estudos que investigaram as atividades biológicas que a 

Cramoll apresenta, se destacam aqueles que relatam sua capacidade de 

acelerar o processo de cicatrização. Estudos já mostraram que ela acelerou a 

cicatrização de queimaduras de segundo grau (PEREIRA et al., 2012), o reparo 

ósseo (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2013) e quando imobilizada em membranas 

do polissacarídeo Galactomanana também acelerou a cicatrização de feridas 

cutâneas (ALBUQUERQUE et al., 2017). Mesmo quando se apresenta 

condições adversas ao processo cicatricial, como por exemplo, a 

imunossupressão, ela mantem sua atividade cicatrizante (MELO et al., 2011b; 

PEREIRA et al., 2019). 

Assim como as lectinas, os polissacarídeos também são analisados 

quanto a capacidade de estimular o processo cicatricial (SUN, 2017). Os 

polissacarídeos são polímeros difundidos na natureza e disponíveis 

especialmente em plantas e microrganismos, representando uma fonte 

inesgotável de biopolímeros, geralmente não tóxicos, biodegradáveis e 
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biocompatíveis (MKEDDER et al., 2013). Esses compostos apresentam várias 

aplicações nas áreas alimentícia, biomédica, farmacêutica, cosmética e 

biológica. São aplicados na engenharia de tecidos, como matriz para 

imobilização de moléculas e construção de biossensores. Além disso, também 

são utilizados em formulações de géis, hidrogéis e membranas, como veículo 

para liberação de medicamentos e como curativos tópicos (MONTEIRO, 2007; 

CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2009). 

Estudos demonstram que curativos biológicos produzidos a partir de 

celulose, alginato e quitosana, tem a capacidade de envolvimento natural no 

tecido lesado, assim como no tecido em formação, para promover cicatrização. 

Eles também apresentam propriedades antimicrobianas e distintas 

possibilidades de ligações com mediadores inflamatórios (citocinas, proteases 

e radicais livres), cujas concentrações são elevadas em úlceras crônicas 

(WIEGAND; HIPLER, 2010). 

Xiloglucanas são heteropolissacarídeos normalmente encontrados nas 

paredes celulares primárias e nas sementes de plantas, apresentando 

respectivamente, função estrutural e de reserva energética. Sua estrutura 

química é composta por uma cadeia central de (1→4)-β-D-glicose, ligada por 

pontes de hidrogênio na posição O-6 por ramos α-D-xilose e parcialmente 

ligada em O-2 por unidades de β-D-galactose (HAYASHI, 1989; BUCKERIDGE 

et al., 2010). 

Esses polissacarídeos podem ser utilizados nas indústrias alimentícia e 

farmacêutica em processos biotecnológicos, pois apresentam capacidade de 

reter água e de resistir ao calor, salinidade e pH. São amplamente utilizados 

como espessantes, substitutos de gordura, ou modificadores de amido em 

muitos produtos, para melhorar as propriedades reológicas e térmicas. Além 

disso, várias são as atividades biológicas apresentadas, como por exemplo, 

efeitos hipolipemiantes e antidiabéticos, podem formar matrizes para 

imobilização de moléculas bioativas (LUCYSZYN et al., 2011) podendo dessa 

forma, funcionar como curativo tópico. 

Arruda et al. (2015) afirmam que a Xiloglucana extraída de Hymenaea 

courbaril é um polissacarídeo promissor nas áreas alimentícia e farmacêutica. 

A H. courbaril var. courbaril pertence à família Fabaceae e subfamília 

Caesalpiniaceae, é popularmente conhecida por jatobá, e apresenta 



39  

distribuição ampla, desde o sul do México até o centro-oeste do Brasil, 

ocorrendo também na Floresta Amazônica, e no cerrado e na caatinga do 

Nordeste brasileiro (LEE; LANGENHEM, 1975) (Figura 8). 

 

Figura 8. Hymenaea courbaril. 

 
 
FONTE: Disponível em: Adaptado de https://www.medicinanatural.com.br/sp-hymenaea- 

courbaril-jatoba/; https://www.clickmudas.com.br/sementes respectivamente.  Arbusto e vagens 

(à esquerda) e sementes (à direita) da Hymenaea courbaril. 

Acesso em 21 jul. 2019. 

 
Diante do exposto, pesquisas que objetivam encontrar uma alternativa 

que estimule/acelere o processo cicatricial em feridas de animais diabéticos, 

hipertensos e diabéticos hipertensos, são importantes, pois tais feridas são de 

difícil cura, recorrentes, geram altos custos clínicos, além de afetarem 

negativamente a qualidade de vida dos acometidos podendo levá-los a 

amputação de membros. 
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Abstract 

This study evaluated the healing potential of Cramoll, xyloglucan membrane 

extracted from Hymenaea courbaril (HcXM) and Cramoll immobilized in HcXM 

(Cramoll-HcXM), in cutaneous wounds of diabetic mice induced by alloxan. 

Sixty male Swiss albino mice were randomly divided into four experimental 

groups (15 animals): Control; Cramoll; HcXM; and Cramoll-HcXM. Wounds, on 

the animal's back after anesthesia and trichotomy, were treated daily, and 

clinical analysis was performed daily. Microbiological, wound retraction, 

histological and collagen I and III quantification analyses were performed on the 

2, 7 and 12 days of treatment. During the 12 days of treatment no 

contamination were observed to all experimental wounds. Reepithelialization 

was accelerated in Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM groups and the wound 

retraction was statistically superior in Cramoll group. Cramoll and HcXM groups, 

after 12 days of treatment, presented epidermis and dermis with typical 

characteristics of healthy skin, with greater deposition of type 1 collagen. The 

treatment of cutaneous wounds in diabetic mice with Cramoll and HcXM 

accelerates the healing process when used individually, however, in Cramoll-

HcXM persisted inflammatory infiltrate and fibrovascular tissue. According to the 

results, is the first report on the use of a lectin as a healer in induced diabetic 
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mice; Cramoll and HcXM are excellent compounds for repairing skin wounds in 

diabetics. 

Keywords: Wound Healing. Diabetes. Lectin. Cratylia mollis. Carbohydrates. 

Hymenaea courbaril. 

 

1. Introduction 

The skin is the first physical barrier of defense of an organism. Once 

injured, a cascade of cellular and biochemical reactions is activated with the 

purpose of initiating the healing process and repairs cutaneous wounds [1]. This 

healing process can be divided into three phases that are interdependent and 

overlap: inflammation, proliferation and remodeling. In the first, hemostasis, 

leukocyte migration and the onset of the tissue repair cascade occur. The 

proliferative phase is characterized by presence of fibroblasts, angiogenesis 

and reepithelialization. In the remodeling phase occur the replacement of type 

III collagen deposited in the proliferative phase by type I collagen [2]. 

Among the pathologies that may affect the healing process one that can 

be highlighted is diabetes. The affected individuals are subjected to slow 

healing [1] or induced chronic lesions. Among the various physiological 

mechanisms that delay the healing in diabetics, there is decrease in the 

production of nitric oxide, an excessive production of reactive oxygen species, 

and a decrease in the cellular response and growing factors [3]. 

According to International Diabetes Federation [4], there are 425 million 

people with diabetes in the world and it is estimated that by the year 2045 the 

number of affected will be 629 million. This estimate signals an alert, since 

among complications that frequently affect these individuals are heart diseases, 

retinopathies, neuropathies and lower extremities wounds [5]. These usually 

become chronic and may take years to heal and present a high rate of 

recurrence [6], leading to the presence of necrosis and infections, being such 

factors responsible for limb amputation [7]. 

In this context, compounds of natural origin that have tissue-stimulating 

properties are studied, among them are the lectins, which are proteins of non-

immunological origin that bind reversibly and specifically to carbohydrates [8] 

being indicate as potential healing agents [9]. Cratylia mollis is a forage plant of 

the Semi-Arid of Pernambuco State; one purified lectin (Cramoll) obtained by its 
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seeds have been applied in several biotechnological areas. Cramoll, that in 

other studies was also named as pCramoll or Cramoll 1,4, showed mitogenic 

activity in human lymphocytes [10], an immunomodulatory profile [11, 12, 13], 

being effective in the characterization of human carcinogenic tissues [14], 

besides antitumor action [15, 16] and healing [17, 18]. 

In addition, polysaccharides also have healing properties [19] being 

employed in formulations of gels, hydrogels and membranes, as a vehicle for 

drug delivery and topical dressing [20]. Among the studied polysaccharides, 

xyloglucans extracted from plant seeds can form matrices in immobilization of 

bioactive molecules [21]. Hymenaea courbaril is popularly known as jatobá, and 

is widely distributed from southern Mexico to central-western Brazil, also 

occurring in the Amazon rainforest, cerrado and Caatinga in northeastern Brazil 

[22]. Arruda et al. [23] stated that the Xyloglucana (HcX) extracted from this 

plant is a promising polysaccharide in the food and pharmaceutical areas. 

 In view of the above, acceleration of healing activity in topical wounds, 

especially with regard to evaluation of  healing process in slow repair models, 

such as diabetic lesions, may be stimulated based on the healing potential of 

Cramoll and on the inherent characteristics of HcX. This study aimed to 

evaluate the healing potential of Cramoll, membranes of HcX (HcXM) and 

Cramoll immobilized in HcXM (Cramoll-HcXM) in model of diabetic mice 

induced by alloxan. 

 

2. Material and Methods 

2.1 Obtaining Cramoll 

Cramoll was obtained from the protocol established by Correia and 

Coelho [24], in which after being dried, the seeds of C. mollis were crushed to 

flour, which was then dissolved in 0.15 M NaCl at 10 % (w / v), under magnetic 

stirring (500 rpm) for 18 h at 4 °C. This extract was fractionated by saturation 

with ammonium sulphate (0-40% and 40-60%), producing four fractions (F): F0-

40 and F40-60 (precipitated fractions), SF0-40 and SF40-60 (supernatant 

fractions). The precipitated F40-60 was dialyzed and lectins were purified by 

Sephadex G-75 column affinity chromatography. 

 

2.2 Obtaining Xyloglucan from seeds of Hymenaea courbaril (HcX) 



58 
 

Xyloglucan was obtained according to protocol established by Arruda et 

al. [23]. The seeds of H. courbaril were washed and boiled in distilled water at 

100 °C for 30 min for enzymatic inactivation and softening of the peel. The 

seeds were then peeled and dried until constant weight was reached. When 

dried, the seeds were triturated with 0.1 M NaCl (15% w / v) at 25 °C until a 

crude extract was obtained. Residues from the crude extract were removed by 

centrifugation for 20 min at 1500 rpm. The supernatant was filtered, first in a 

vual tissue and in a screen cloth (90-wire type), then precipitated with 46% 

ethanol (1:3 v/v) for 16 h. The precipitate was filtered on screen cloth (110-wire 

type), washed with 100% ethanol (1:3 w/v) for 30 min, and acetone PA twice 

consecutively (1:3 w/v) also for 30 min for removal of possible protein 

contaminants. Between each wash the precipitate was filtered on screen cloth 

(110-wire type). After the last filtration, the precipitate was dried at 60 °C until 

constant weight was obtained, pulverized and packed in amber glass vials. 

 

2.3 Preparations of Xyloglycan membranes containing or not Cramoll 

The filmogenic solution of Xyloglucan containing or not Cramoll was 

obtained following the protocol of Albuquerque et al. [25] with some 

modifications. For this, dissolution of 0.5% (w / v) of Xyloglucan in distilled water 

was carried out. This solution remained under magnetic stirring (200 rpm) for 16 

h at 25 °C. Then 0.3% (v / v) glycerol plasticiser was added to the film-forming 

solution, and the solution was maintained under magnetic stirring (200 rpm) for 

two hours at 25 °C. The pH of the solution was adjusted to 5.8 with 1.0 M NaOH 

solution. Next, 5 mL of the film-forming solution were placed in wells (3 cm) of 

acrylic plates and dried at 37 ºC for 24 h. For preparation of Xyloglucan 

membranes containing Cramoll, 0.5 mg.mL-1 of Cramoll was incorporated into 

the filmogenic solution. The incorporation of Cramoll into the film-forming 

solution was performed at 25 °C for 30 min under magnetic stirring (200 rpm). 

The membranes were used with a maximum interval of 48 h. 

 

2.4 Experimental model 

Sixty male Swiss albino mice, at 2 months old, weighing between 28 and 

32 g, were used from the Keizo Asami Immunopathology Laboratory (LIKA) of 

the Federal University of Pernambuco, and were maintained under temperature 
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(22 ± 2 °C) and controlled luminosity (12 h light and 12 h dark), with water and 

food ad libitum. The experiments were carried out obeying the rules of the 

Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and the National Institute 

of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The study was 

approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the Center of 

Biological Sciences of the Federal University of Pernambuco, Brazil, under 

protocol no. 23076.018754/2013-61. 

The animals were randomly divided into 4 experimental groups, each 

containing 15 animals: Control Group - diabetic animals treated daily with 100 

μL of saline solution (0.9% w/v); Cramoll Group - diabetic animals treated daily 

with 100 μL of Cramoll (0.5 mg/mL); HcXM Group - diabetic animals treated 

with the Xyloglucan membrane (0.5% w/v) and Cramoll-HcXM Group - diabetic 

animals treated with the Xyloglucan membrane (0.5% w/v) with Cramoll (2,5 

μg). Each group was subdivided into three subgroups: Day 2 (two days of 

treatment), Day 7 (seven days of treatment) and Day 12 (twelve days of 

treatment), each containing 5 animals. The subgroups correspond to stages of 

healing and to times when biopsies of the wounds were carried out. 

 

2.5 Induction of Diabetes 

Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of aloxane 

monohydrate (Sigma-AldrichInc, St Louis, MO, USA) at the dose of 150 mg/kg, 

diluted in saline solution (0.9% w/v) at moment of induction [26]. For this, the 

animals were fasted solid for 12 h. Glucose levels were measured 7 days after 

induction with the Labtest glucose kit through blood collection from orbital 

plexus. Animals that had glycemia greater than 200 mg/dL were considered 

diabetic. 

 

2.6 Induction of injuries 

For wound induction, animals were anesthetized intramuscularly with 2% 

xylazine hydrochloride (10 mg/kg) and 10% ketamine hydrochloride (115 

mg/kg). After anesthetic procedure, each animal was submitted to tricotomy and 

antisepsis with 1% w/v iodopovidone in dorsal region. Excisional biopsy was 

performed with aid of a biopsy punch (8 mm diameter) and divulsion with iris 
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scissors. They were kept in individual cages and treated according to the 

corresponding group. 

 

2.7 Microbiological evaluation 

The microbiological evaluation was performed with swab in wound area 

at the time of surgery and in the days 2, 7 and 12. The collected material in the 

swabs was sown in MHA and Sabouhaud media to evaluate the presence of 

bacteria and fungi in the wounds. 

 

2.8 Clinical evaluation of experimental wounds 

The clinical characteristics of the experimental wounds were observed 

daily, considering the following aspects: edema, hyperemia, exudate, primary 

and secondary crust, and detachment [20]. 

 

2.9 Evaluation of wound retraction 

The evaluation of wound retraction was performed following the 

methodology of Xu et al. [27]. The images were recorded at a constant distance 

on the day of wound induction (day 0), and on days 2, 7 and 12. From these 

images the injury area was measured using ImageJ (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA). The calculus of contraction degree was 

expressed as a percentage using the equation: % of lesion contraction = [P0 - 

Pt / P0] × 100%, where P0 represents the initial area of the lesion and Pt 

represents the lesion area on biopsy days (days 2, 7 and 12). 

 

2.10 Wound biopsy 

For collection of samples, the animals were previously anesthetized 

intramuscularly with 2% xylazine hydrochloride (10 mg / kg) and 10% ketamine 

hydrochloride (115 mg / kg). Skin biopsies were performed by removing the skin 

fragment within wound area, covering one centimeter beyond each margin. 

Immediately, after removal of the skin, the samples were laid on filter paper and 

fixed in 10% v/v formalin, which after 48 h was replaced with a 70% v/v ethanol 

solution. After biopsy, animals were sacrificed with a lethal dose of thiopental 

sodium (200 mg/kg). 
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2.11 Histological processing 

The skin samples were cleaved, dehydrated in increasing concentrations 

of ethanol, diaphanized in xylol and embedded in paraffin. The blocks were cut 

in microtome at a thickness of 5 μm, and the slides were stained with 

hematoxylin and eosin (HE) for histological evaluation under light microscopy, 

and with picrosirius histochemistry for collagen fibers quantification (type I and 

III) under a polarized light microscope. 

 

2.12 Collagen quantification  

For the quantification of collagen, the picrosirius stained slides were 

analyzed by the Axio Imager M2m microscope through the polarized light 

illumination technique. Through this method, it was possible to differentiate 

collagen type I (orange-yellow to orange and red birefringence) and type III 

collagen (green or yellow-green birefringence) [28]. From each slide, the lesion 

was photomicrographed with Axio Cam HRC using the Zen BLUE edition 

capture software 2.3. Quantification was performed from image analysis in 

Image Pro Plus software 6.0. 

 

2.13 Statistical analysis 

For the statistical analysis, we used the ANOVA variance analysis 

method and the Bonferroni multiple comparison test, using GraphPad Prism 5.0 

software. All the results were expressed in arithmetic mean values of the groups 

± standard deviation and were analyzed considering the value of p < 0.05 as 

statistically significant. 

 

3. Results 

3.1 There was no contamination in the wounds during the 12 days of 

treatment 

The microbiological evaluation showed that the experimental groups 

wounds were not contaminated during the 12 days of treatment. 

 

3.2 Clinical evaluation showed that reepithelialization was accelerated in 

Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM groups 
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The presence of edema and hyperemia was observed in all experimental 

groups, but were more pronounced in Control and Cramoll groups. The 

formation of primary and secondary crusts was also observed in all 

experimental groups, however it was earlier in the groups treated with Cramoll, 

HcXM and Cramoll-HcXM, consequently detachment occurred faster in these. 

The clinical evaluation of the wounds was performed daily and recorded in days 

0, 2, 7 and 12 (Fig. 1). 

 

3.3 After 12 days of treatment the Cramoll group presented a retraction 

rate superior to Control and Cramoll-HcXM groups 

The wound area gradually decreased in all experimental groups (Fig. 2). 

At day 2, Control (42.55 ± 8.43), HcXM (50.38 ± 2.46) and Cramoll-HcXM 

(44.22 ± 5.02) groups had a significant retraction rate regarding to Cramoll 

group (27.16 ± 3.67). At day 7 it was observed that the retraction for the Cramoll 

group (76.42 ± 7.29) was significantly higher in comparison to Control (61.76 ± 

0.80) and HcXM (56.41 ± 2.27) groups, and for the Cramoll-HcXM group (71.56 

± 3.65) was significantly higher regarding to HcXM. At day 12, the response for 

Cramoll (95.58 ± 2.11) was significant regarding to Control (80.48 ± 4.29) and 

Cramoll-HcXM group (79.94 ± 6.83). The retraction of group HcXM (90.03 ± 

1.00) was not statistically significant in relation to the other groups. 

 

3.4 According to histological evaluation, Cramoll and HcXM groups, at 12 

days of treatment, presented epidermis and dermis with typical 

characteristics of healthy skin 

The histological analysis at day 2 revealed that all injuries had the same 

characteristics, a vascular granulation tissue, but in the Cramoll group the tissue 

was vascular and loose. During this time the leukocyte infiltrate was acute in all 

animals of the experimental groups, although it was intense in HcXM group and 

with moderate intensity in Cramoll-HcXM group (Figure 3). After 7 days of 

treatment, all the experimental groups presented fibrovascular granulation 

tissue, characteristic of the proliferative phase of healing, the inflammatory 

infiltrate was acute in Control group and discrete in the groups treated with 

Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM. All groups showed re-epithelialization, 

which was more prevalent in the groups Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM 
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(Figure 4). After 12 days of treatment the Control, Cramoll and HcXM groups 

presented fibrous tissue, but in Control was still at the beginning of its formation, 

while in the Cramoll and HcXM groups the fibrous tissue was mature, exhibiting 

a loose connective tissue in papillary layer and dense connective tissue in the 

reticular layer of the dermis. However, the groups Control and Cramoll-HcXM 

still had leukocyte infiltration, and in the Cramoll-HcXM group there was 

persistence of a fibrovascular tissue. In all groups the complete 

reepithelialization occurred, exhibiting in the epidermis a keratinized pavement 

layered epithelium (Figure 5). 

 

3.5 Greater deposition of type I collagen in the Cramoll and HcXM groups 

after 12 days of treatment 

After 12 days of treatment a significant increase of type I collagen was 

observed in the Cramoll (95.42 ± 5.48) in relation to Control (78.64 ± 4.28) and 

Cramoll-HcXM group (71.72 ± 5.32 ). HcXM (89.71 ± 5.33) showed a significant 

type I collagen deposition in relation to the Cramoll-HcXM group. However, it 

was observed that Control (21.34 ± 4.28) presented a significant deposition of 

type III collagen in relation to Cramoll group (4.57 ± 5.48), and that Cramoll-

HcXM (28,27 ± 5.32) showed a higher type III collagen deposition significantly 

regarding to the Cramoll and HcXM groups (10.31 ± 5.33) (Figure 6). 

 

4. Discussion 

The healing activity of lectins in wounds of healthy and 

immunocompromised animals has been studied and, among these lectins, 

Cramoll has stood out as an effective lectin in the repair of cutaneous wounds 

[17, 18, 29]. In the present study, Cramoll stimulated healing in wounds of 

induced diabetic mice, unprecedented results for the study of healing activity 

using lectins, emphasizing that no healing work using lectins was found in 

induced diabetic animal models.  

The presence of edema and hyperemia are the main characteristics of 

inflammation, they are necessary for the prevention of infections, stimulation of 

cell proliferation, revascularization and remodeling of the extracellular matrix 

and, consequently, wound healing [30, 31]. However, in diabetic animals, these 

characteristics appear exacerbated, as hyperglycemia increases the production 
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of pro-inflammatory cytokines and reactive oxygen species (ROS), which in turn 

decreases the production of nitric oxide (NO), resulting in an exacerbated and 

prolonged inflammatory phase, hindering the healing process [32; 33]. Since 

Cramoll has immunomodulatory activity [11, 12], and shows a pro-inflammatory 

profile, accelerating the inflammatory phase from the recruitment of cells to the 

wound bed, justifying the lower retraction of the wounds treated with Cramoll, 

on the 2nd day of treatment, due to the accentuated increase in edema, 

hyperemia and acute inflammatory infiltrate. Consequently, inducing a rapid 

evolution of the healing process to the proliferative and remodeling phase. It 

should be noted that Cramoll's action as a cytoprotective, maintaining cellular 

functions and morphologies even in situations of oxidative stress has already 

been proved [11, 34]. 

The proliferative activity of Cramoll (10; 35) suggests the proliferation of 

keratinocytes and fibroblasts, accelerating the formation of the epidermis 

(reepithelization and keratinization) and remodeling of the extracellular matrix in 

the dermis (deposition of collagen, elastin, glycoproteins and proteoglycans), 

respectively, due to the results observed for the retraction and histological 

analysis from day 7 of treatment.  

The use of biological membranes, with or without immobilized 

biomolecules, has been shown as a potential curative for the healing of 

cutaneous wounds, since it does not require daily application and protects the 

wound area from possible contamination, forming a continuity matrix with the 

tissue, the membranes are expected to accelerate the healing process [25, 36]. 

In addition, polysaccharide membranes, in general, have antimicrobial activity, 

as well as pro-inflammatory effects. Rosário et al. [37] claim that xyloglucans 

extracted from Copaifera langsdorffii, Hymenaea courbaril, and Mucuna sloanei 

seeds have immunomodulatory activity, as they promote an increase in the 

recruitment of mice peritoneal macrophages; Activated macrophages produce 

pro-inflammatory cytokines, which act to amplify the inflammatory process [38]. 

In the present study, an intense inflammatory infiltrate was observed in animals 

treated with HcXM on day 2, but retraction on day 7 was slower, among all 

groups studied. Possibly justified by the delayed pro-inflammatory action, which 

probably hindered cell proliferation, when compared to the Cramoll-HcXM 

group, demonstrating that the presence of Cramoll stimulated cell proliferation. 
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After 12 days of treatment, the HcXM group was efficient in the healing 

process, showing fibrous tissue, characteristic of the remodeling phase. It is 

suggested that Xyloglucans act in the regeneration of the skin not only by 

recruiting macrophages but also by stimulating cell proliferation; results 

corroborated by the study of Xyloglucans extracted from tamarind gum (TSw 

and TSc), which promoted proliferation of human keratinocytes and fibroblasts 

in vitro [39].  

Unlike Cramoll and HcXM, the Cramoll-HcXM group, at 12 days of 

treatment, presented characteristics similar to the Control, related to the 

retraction and the presence of leukocyte infiltrate. The cloistering of Cramoll in 

HcXM did not favor the effect of both biomolecules (Cramoll and HcXM) on the 

remodeling of scar tissue. The lectin carbohydrate recognition domains (CRD) 

play a crucial role in the biological activities of lectins [40]. Over the 12 days, 

there may have been a greater interaction between Cramoll and HcXM bonds 

justifying the decrease in biomolecules in the final healing phase. The results 

showed that Cramoll-HcXM was efficient in the healing process on days 2 and 7 

(inflammation and proliferation).  

In this study, differential quantification of types I and III collagen was 

performed, a methodology not yet used in the assessment of remodeling in 

healing studies involving lectins. In the remodeling phase, most of the type III 

collagen deposited in the proliferative phase is replaced by type I collagen, 

which is thicker and more resistant [41]. The results of the present study 

showed that possibly, Cramoll and HcXM act to accelerate tissue remodeling 

since, both biomolecules, promoted a greater deposition of type I collagen.  

 

5. Conclusion 

Treatment using Cramoll and Xyloglucan membrane in skin lesions of 

diabetic mice induced by alloxan was effective when used individually and not 

associated, since the association of these compounds causes a decrease in the 

activity of both. The results also showed that Cramoll demonstrated a 

stimulatory action in the production of type I collagen, which confirms even 

more its stimulatory effect of the cicatricial process. The results amplify the 

biotechnology and pharmaceutical potential of Cramoll and Xyloglucan. 
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Figures and Legends 

 

Fig. 1. Clinical evaluation of diabetic mice wounds by time of evaluation (days).  

Day 0 - production of wounds in the experimental groups; Day 2 - edema and 

hyperemia in all groups, but more marked in Control and Cramoll groups, and 

formation of primary scab in all groups; Day 7 - the presence of a secondary 

scab and detachment was observed in all groups, and in Cramoll a more 

evident contraction of the wound were observed; Day 12 – detachment of the 

secondary scab and wound retraction in all experimental groups, being more 

pronounced in Cramoll, HcXM and Cramoll-HcXM groups. 
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Fig. 2. Percentage of wound contraction at 2, 7 and 12 days of treatment. 

Comparison of the Arithmetical Mean (AM) and Standard Deviation (SD) among 

experimental groups and control using the methods of analysis of variance 

(ANOVA) and Bonferroni’s multiple comparisons test (p < 0.05). (a) – significant 

in comparison to the Cramoll group; (b) – significant in comparison to the 

Control group; (c) – significant in comparison to the HcXM group; (d) – 

significant in comparison to the Cramoll-HcXM group. 
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Fig. 3. Histological analysis of diabetic mice wounds within 2 days of treatment 

using H.E. staining. A – Control; B – Cramoll; C – HcXM; D – Cramoll-HcXM. 

Presence of granulation tissue in all treatments. It is worth noting the intense 

inflammatory infiltrate in C, moderate infiltrate in D, and a floppy vascular 

granulation tissue in B. (TC) – connective tissue; and (TG) – granulation tissue. 
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Fig. 4. Histological analysis of diabetic mice wounds within 7 days of treatment 

using H.E. staining. A – Control; B – Cramoll; C – HcXM; D – Cramoll-HcXM. 

Presence of an acute inflammatory infiltrate in A and early re-epithelialization in 

B, C and D. (TG) – granulation tissue; (blue arrow) – leukocyte infiltrate; 

(orange arrow) – re-epithelialization. 
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Fig. 5. Histological analysis of diabetic mice wounds at 12 days of treatment 

using H.E. staining. A – Control; B – Cramoll; C – HcXM; D – Cramoll-HcXM. 

Presence of fibrous tissue in A, B and C; fibrovascular tissue in D; and 

presence of leukocyte infiltrate in A and D. (Ep) - epithelium, (blue arrow) - 

leukocyte infiltrate. 
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Fig 6. Collagen quantification by type at 12 days of treatment. Comparison of 

the Arithmetical Mean (AM) and Standard Deviation (SD) among experimental 

groups and the Control group using the methods of analysis of variance 

(ANOVA) and Bonferroni’s multiple comparisons test. (a) – significant in 

comparison to the Cramoll group; (b) – significant in comparison to the Control 

group; (c) – significant in comparison to the HcXM group; (d) – significant in 

comparison to the Cramoll-HcXM group. 
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RESUMO 
 
Este estudo teve o objetivo de avaliar a atividade cicatrizante de Cramoll em 
feridas cutâneas experimentais de ratos machos espontaneamente hipertensos 
(SHRs) e SHRs diabéticos. 90 SHRs foram divididos ao acaso em 6 grupos 
experimentais, cada um contendo 15 animais: SHR Controle, SHR 
Kollagenase®, SHR Cramoll, SHR+Diabetes Controle, SHR+Diabetes 
Kollagenase® e SHR+Diabetes Cramoll. O diabetes foi induzido com 
estreptozotocina e as feridas foram realizadas com um punch mediante 
anestesia, tricotomia e antissepsia do dorso do animal. Os animais receberam 
seus respectivos tratamentos diariamente. Para avaliação do processo 
cicatricial foi realizada análise clínica diária durante 14 dias, objetivando 
acompanhar os aspectos clínicos da ferida, e também foram verificados os 
seguintes parâmetros após 3, 9 e 14 dias de tratamento: retração da ferida e 
cicatrização do ponto de vista histológico; além disso, foi realizada 
imunohistoquímica para colágeno tipos I e III após 9 e 14 dias de tratamento. 
Os resultados mostraram que os animais SHR e SHR+diabetes tratados com 
Cramoll não apresentaram edema e hiperemia exacerbados, houve 
desprendimento de crosta secundária precoce e reepitelização mais evidente. 
A retração após 3 dias de tratamento entre os SHR foi maior nos grupos SHR 
Controle e SHR Cramoll; e entre os e SHR+Diabetes, foi maior no 
SHR+Diabetes Camoll. A análise histológica evidenciou que animais SHR 
Cramoll apresentaram regeneração total da pele, e os SHR+Diabetes Cramoll, 
início de reepitelização e queratinização, após 14 dias de tratamento. A 
imunohistoquímica para o colágeno III marcou fortemente os SHR aos 9 dias e 
fracamente aos 14 dias, e entre os SHR+Diabetes só marcou os tratados com 
Cramoll. O colágeno tipo I apareceu aos 9 dias nos grupos tratados com 
Cramoll, e aos 14 dias em todos os grupos. De acordo com os resultados a 
Cramoll é eficaz no tratamento de feridas de SHRs e SHRs diabéticos, porém o 
processo cicatricial é mais acelerado nos SHR. 
 
Palavras-chave: Cicatrização. Diabetes. Hipertensão. Proteína. 
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1. Introdução 

 As lectinas fazem parte de um grupo de proteínas ou glicoproteínas de 

origem não imunológica que se ligam através de ligações não covalentes a 

carboidratos específicos, essa interação acontece graças a sítios de ligação 

presentes na estrutura tridimensional dessa classe de proteínas (SUN et al., 

2007; COELHO et al., 2017). Essa capacidade de se ligar reversivelmente a 

carboidratos permite que as lectinas desempenhem atividades biológicas 

importantes quando ligadas a superfície celular (SANTOS SILVA  et al. 2019). 

 Cratylia mollis, também conhecida como feijão camaratu, é uma planta 

forrageira encontrada na região Semi-árida do estado de Pernambuco, de suas 

sementes têm sido purificadas e caracterizadas isoformas de lectinas (Cramoll 

1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4) (CORREIA; COELHO, 1995), que vem 

apresentando diversas atividades promissoras na área da biotecnologia. 

 Uma solução contendo a Cramoll 1 e 4 é denominada Cramoll, e vários 

estudos relatam seu amplo leque de atividades. Uma das atividades dessa 

lectina é sua capacidade de acelerar o processo de cicatrização (PEREIRA et 

al., 2012; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2017), 

mesmo quando se apresenta condições adversas, como por exemplo, a 

imunossupressão (MELO et al., 2011a; PEREIRA et al., 2019). 

  A pele, além de proteger os órgãos internos do ambiente externo, é o 

órgão responsável pela manutenção da homeostase corporal (KIM et al., 2018), 

e a ocorrência de uma ferida cutânea leva a uma série de eventos que tem 

como objetivos manter a homeostase, reparar e remodelar o tecido lesado 

(NANDI et al., 2019). O processo cicatricial compreende quatro fases que se 

sobrepõem: hemostasia, inflamação, proliferação e remodelamento (MORTON; 

PHILLIPS, 2016).  

 Apesar de existir vários estudos com o objetivo de acelerar o processo 

cicatricial cutâneo de feridas de difícil cura, presentes em indivíduos diabéticos 

e hipertensos (WERDIN et al., 2009; MORTON; PHILLIPS, 2016), tais feridas 

ainda são responsáveis por um alto custo médico, por altas taxas de morbidade 

e recorrência, dor, limitações de mobilidade e amputações, afetando de 

maneira negativa a qualidade de vida dos acometidos (SIERSMA et al., 2014). 

Essas feridas se desenvolvem devido a uma ruptura da cascata de cicatrização 
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normal, de maneira que se cria um microambiente hostil ao tecido, prolongando 

a fase inflamatória do processo cicatricial (DICKINSON; GERECHT, 2016).  

 O diabetes é uma epidemia global, e segundo a Federação Internacional 

de Diabetes (2017) 425 milhões de adultos no mundo tem diabetes e a 

estimativa para o ano de 2045 é que cerca de 629 milhões de pessoas serão 

afetados por essa enfermidade. A hipertensão atinge cerca de 1,13 bilhões de 

pessoas no mundo (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2017). Um fato 

preocupante é que sob o ponto de vista epidemiológico a hipertensão é três 

vezes mais frequente em diabéticos do que na população não diabética 

(ANTÓNIO  et al., 2008), potencializando dessa forma os riscos do 

aparecimento de uma ferida de difícil cura. 

Diante do exposto, e levando em consideração a atividade cicatrizante 

da Cramoll, já confirmada em feridas de animais normais e 

imunocomprometidos, este estudo teve o objetivo de avaliar a atividade 

cicatrizante da Cramoll em feridas cutâneas experimentais de ratos machos 

espontaneamente hipertensos (SHR) e SHR com diabetes induzido, visando 

propor uma alternativa que acelere o processo cicatricial em indivíduos com 

essas disfunções sistêmicas.  

 

2. Material e Métodos 

2.1. Obtenção da Lectina Cramoll 

 A lectina Cramoll foi obtida através do protocolo estabelecido por Correia e 

Coelho (1995). 

 

2.2. Obtenção da pomada Kollagenase 

 A pomada Kollagenase® Crystália (0,6 U de colagenase e 1g de vaselina - 

veículo q. s. p.) foi obtida comercialmente. 

 

2.3. Modelo experimental 

 O experimento foi realizado de acordo com as normas do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e do Instituto Nacional de 

Saúde, Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório. O estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais do Centro de Ciências 
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Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob protocolo nº. 

23076.029359/2014-94. 

 Foram utilizados 90 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com três 

meses de idade, pesando entre 200-260 g, obtidos do Biotério Setorial do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE), mantidos sob temperatura (22 ± 2 °C) e luminosidade 

controladas (12 h de claro e 12 h de escuro) e com água e ração ad libitum. O 

experimento foi realizado no Biotério do Laboratório de Imunopatologia Keizo 

Asami (LIKA), onde os animais foram mantidos nos mesmos padrões de 

temperatura, luminosidade, alimentação e hidratação, passaram por um 

período de uma semana de adaptação antes de serem submetidos aos 

procedimentos.  

  Os animais foram divididos ao acaso em 6 grupos experimentais, cada 

um contendo 15 animais: Grupo SHR Controle – SHRs tratados com 100 µl de 

solução salina (0.9% v/v); Grupo SHR Kollagenase® – SHRs tratados com 100 

µl da pomada Kollagenase®; Grupo SHR Cramoll – SHRs tratados com 100 µl 

Cramoll (0,5 mg/ml); Grupo SHR+Diabetes Controle – SHRs diabéticos 

tratados com 100 µl de solução salina (0.9% v/v); Grupo SHR+Diabetes 

Kollagenase® – SHRs diabéticos tratados com 100 µl da pomada 

Kollagenase®; Grupo SHR+Diabetes Cramoll – SHRs diabéticos tratados com 

100 µl Cramoll (0,5 mg/ml). Cada grupo foi subdividido em 3 subgrupos, cada 

um contendo 5 animais, cada subgrupo corresponde ao tempo de coleta das 

biópsias após a cirurgia de indução das feridas (Dia 3, Dia 9 e Dia 14).   

  

2.4. Indução do diabetes 

O diabetes foi induzido pela administração de uma única injeção 

intraperitoneal de solução de estreptozotocina (Sigma Chemical Co. USA) após 

jejum alimentar de 14 h na dose de 60 mg/kg. A estreptozotocina foi dissolvida 

em tampão citrato de sódio a 10 mM, pH 4,5. O quadro de diabetes foi 

confirmado 7 dias após a indução através da verificação dos níveis plasmáticos 

de glicose com o Kit Labtest para glicose após jejum alimentar de 12h. Os 

animais com glicemia inferior a 200 mg/dL foram descartados (DALL´AGO et 

al,.2002) 
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2.5. Indução das feridas 

Para indução das feridas os animais foram anestesiados por via 

intramuscular com cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg) e cloridrato de cetamina 

10 % (115 mg/kg). Após o procedimento anestésico, cada animal foi submetido 

à tricotomia e à antissepsia com iodopovidona 1% p/v na região dorsal. A 

biópsia circular excisional da pele foi realizada com o auxílio de um punch para 

biópsia (8 mm de diâmetro) e divulsão com tesoura íris. Os animais foram 

mantidos em gaiolas individuais e tratados de acordo com o grupo 

correspondente. 

  

2.6. Avaliação Clínica 

As características clínicas das feridas experimentais foram observadas 

diariamente, considerando os seguintes aspectos: edema, hiperemia, exudato, 

crosta primária e secundária, desprendimento e reepitelização (MONTEIRO et 

al., 2007).  

 

2.7. Avaliação da retração da ferida 

 A avaliação da retração da ferida foi realizada seguindo a metodologia 

de Xu et al. (2018). As imagens foram capturadas a uma distância constante no 

dia da indução da ferida (dia 0) e nos dias 3, 9 e 14. A partir dessas imagens, a 

área da lesão foi medida em pixels através do ImageJ (Institutos Nacionais de 

Saúde, Bethesda, MD). EUA). O cálculo do grau de contração foi expresso em 

porcentagem usando a equação:% da contração da lesão = [P0 - Pt / P0] × 

100%, onde P0 representa a área inicial da lesão e Pt representa a área da 

lesão em dias de biópsia (dias 3, 9 e 14). 

 

2.8. Biópsia da lesão  

Para a coleta das amostras, os animais foram previamente 

anestesiados, por via intramuscular, com cloridrato de xilazina 2% (10 mg/kg) e 

cloridrato de cetamina 10% (115 mg/kg). A biópsia excisional da ferida foi 

realizada através da retirada do fragmento de pele contendo a área da ferida, 

abrangendo um centímetro além de cada margem da lesão. Imediatamente, 

após a retirada da pele, as amostras foram dispostas sobre papel filtro e 

fixadas em formalina 10% v/v, que após 48 h foi substituída por uma solução 
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de etanol 70% v/v. Após a biópsia excisional os animais foram sacrificados com 

uma dose letal de tiopental sódio (200 mg/kg). 

 

2.9. Processamento histológico 

 As amostras de pele foram clivadas, desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos 

foram cortados em micrótomo, numa espessura de 5 µm, e as lâminas foram 

coradas com hematoxilina e eosina (H.E.) para avaliação histológica em 

microscópio óptico de luz. 

 

2.10. Imunohistoquímica dos colágenos tipo I e III 

 Foi realizada a análise imunohistoquímica para os colágenos I e III. As 

lâminas silanizadas contendo as amostras de pele foram desparafinizadas e 

reidratadas em xilol e álcoois, respectivamente. A recuperação antigênica foi 

realizada através de uma solução de tampão citrato de sódio (pH 6.0) em alta 

temperatura no micro-ondas por 5 min. A peroxidase endógena foi inibida 

através de uma solução de peróxido de hidrogênio (1%) em água destilada. A 

reação antígeno-anticorpo inespecífica foi bloqueada através da incubação das 

lâminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante 1 h. Todos os 

anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram 

diluídos em PBS/BSA 1% e incubados overnight. Em sequência, as lâminas 

foram tratadas com anticorpo secundário por 30 min. A reação antígeno-

anticorpo foi observada através de um precipitado marrom após aplicação de 

3,3 diaminobenzidina por 6 min e contracorados com hematoxilina. As imagens 

foram capturadas por meio de câmera de vídeo Sony®, acoplada ao 

microscópio Olympus® Bx50. 

 

2.11. Análise estatística 

 Para a análise estatística, foi utilizado o método de análise de variância 

ANOVA e o teste de comparações múltiplas de Bonferroni, utilizando o 

programa GraphPad Prism 5.0. Todos os resultados foram expressos em 

valores de média aritmética dos grupos ± desvio padrão e foram analisados 

considerando o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo. 
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3. Resultados 

3.1. Avaliação clínica 

 De acordo com a avaliação clínica, aos 3 dias de tratamento, todos os 

grupos apresentaram edema, hiperemia e formação de crosta primária, porém 

os grupos SHR Kollagenase®, SHR+Diabetes Controle e SHR+Diabetes 

Kollagenase® apresentaram edema e hiperemia muito acentuados que 

permaneceram até o sexto dia de tratamento. Após 9 dias todos os grupos 

apresentaram desprendimento de crosta secundária e início de reepitelização, 

porém, tais características foram mais evidentes nos grupos SHR Cramoll e 

SHR+Diabetes Cramoll. Aos 14 dias de tratamento ocorreu reepitelização em 

todos os grupos experimentais, porém, entre os SHR foi mais evidente no 

grupo SHR Cramoll, e entre os SHR+Diabetes as feridas não diferiram quanto 

a reepitelização (Figs. 1 e 2). 

 

3.2. Retração da ferida 

 Após 3 dias de tratamento, os SHR dos grupos SHR Cramoll (36,8± 8,5) 

e SHR Controle (20,8±5,3) apresentaram uma retração maior 

significativamente em relação ao grupo SHR Kollagenase® (-4,6±4,8). Com 9 e 

14 dias,  respectivamente, os grupos SHR Controle (78,46±6,1; 84,23±3,9), 

SHR Kollagenase® (73,9±5,2; 91,5±2,6) e SHR Cramoll (80,5±6,0; 95,0±2,4) 

não apresentaram diferença estatística significativa (Fig. 3). Em relação aos 

SHR+Diabetes, depois de 3 dias de tratamento, o grupo SHR+Diabetes 

Cramoll (34,0±4,8) apresentou uma retração maior significativamente em 

relação aos grupos SHR+Diabetes Controle (-7,6± 7,3) e SHR+Diabetes 

Kollagenase (-18,8± 19,7). Com 9 e 14 dias, respectivamente, os grupos 

SHR+Diabetes Controle (59,5±20,9; 71,4±18,7), SHR+Diabetes Kollagenase® 

(77,1±7,32; 79,2±6,4) e SHR+Diabetes Cramoll (82,2±4,1; 93,2±2,3) não 

apresentaram diferença estatística significativa (Fig. 4). 

    

3.3. Análise histológica 

A análise histológica revelou que as feridas cutâneas dos animais SHR 

dos grupos Controle, Kollagenase® e Cramoll ao terceiro dia apresentaram as 

mesmas características com a presença intensa de infiltrado leucocitário (Figs. 

5A-F). Essa característica foi observada ainda aos 9 dias, porém com menor 
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intensidade, nas feridas dos animais dos grupos Controle e Kollagenase® 

(Figs. 6A-D). Nos animais do grupo Cramoll evidenciou-se reepitelização e 

processo de queratinização, além de ausência de infiltrado leucocitário no 

tecido conjuntivo (Figs. 6E-F). Aos 14 dias nota-se ainda infiltrado leucocitário 

nas lesões dos animais do grupo Controle (Figs. 7A-B) e reepitelização e 

processo de queratinização nas feridas do grupo Kollagenase® (Figs. 7C-D). 

No grupo Cramoll observou-se regeneração total da pele (Figs. 7E-F).  

Nos animais SHR+Diabetes, após 3 dias de tratamento, evidenciou-se 

as mesmas características encontradas nas feridas dos animas SHR, 

independente do tratamento (Figs. 8A-F). Aos 9 dias, todos os animais 

apresentaram infiltrado leucocitário, não sendo observado portanto, processo 

de reepitelização e queratinização (Figs. 9A-F). Com 14 dias apenas os 

animais do grupo Cramoll apresentaram regeneração da pele caracterizada 

pela reepitelização e queratinização (Figs. 10A-F). 

 

3.4. Imunohistoquímica dos colágenos tipo I e III 

 A imunohistoquímica para o colágeno III nos cortes das feridas dos 

animais SHR revelou forte marcação em todos os tratamentos aos 9 dias e 

fraca aos 14 dias (Figura 11). Nos animais SHR+Diabetes houve marcação 

apenas no tratamento Cramoll aos 9 e 14 dias (Figura 12). Já para o colágeno I 

tanto nas lesões cutâneas dos animais SHR e SHR+Diabetes, observou-se 

marcação apenas no tratamento Cramoll aos 9 dias e em todos os tratamentos 

aos 14 dias, sendo mais forte no Cramoll (Figuras 13 e 14). 

 

4. Discussão  

 Estudos apontam que lectinas são biomoléculas promissoras na 

aceleração do processo cicatricial (BRUSTEIN et al., 2012; KIM et al., 2013; 

BATISTA et al., 2019), porém, até o momento, não foram relatadas 

informações sobre a ação cicatrizante de lectinas em feridas de animais 

hipertensos e diabéticos hipertensos. O presente estudo avaliou a atividade 

cicatrizante de Cramoll em feridas cutâneas de SHR e de SHR diabéticos, e 

Cramoll atuou estimulando/acelerando o processo cicatricial nesses animais, 

tornando-se uma alternativa eficaz, não tóxica e sustentável que acelera a 

regeneração tecidual em feridas de difícil cura. 
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 Tanto o diabetes como a hipertensão, através de diversos mecanismos, 

provocam uma ruptura dos acontecimentos celulares e bioquímicos do 

processo de cicatrização, aumentando o estresse oxidativo e 

consequentemente causando danos celulares, levando a um prolongamento da 

inflamação, e retardando o processo cicatricial (KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012; 

DICKINSON; GERECHT, 2016). Vários estudos relatam a ação 

imunomoduladora da Cramoll (MELO et al., 2010; SILVA et al., 2015), 

justificando a presença de edema e hiperemia de maneira não exacerbada, 

diferente do que aconteceu com os outros grupos. Os resultados sugerem que 

Cramoll modula a inflamação, estimulando-a ou inibindo-a, dependendo do 

estresse oxidativo presente na região inoculada. 

 Essa ação imunomoduladora juntamente com a atividade proliferativa,  

exibidas pela Cramoll (MACIEL et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2018), explica o 

resultado obtido na retração das feridas após 3 dias de tratamento, e também o 

desprendimento mais precoce da crosta secundária após 9 dias de tratamento. 

Indicando que Cramoll atua estimulando a proliferação de fibroblastos e 

queratinócitos, fazendo com que essas células reestabeleçam o tecido 

lesionado. Resultado semelhante foi obtido por Batista et al. 2019, quando 

utilizaram a lectina CrataBL por via intravenosa em ratos saudáveis, onde após 

4 dias de indução das feridas houve maior retração nos animais tratados com a 

lectina em relação ao grupo controle.  

 Feridas de indivíduos diabéticos e hipertensos, entre outras complicações, 

apresentam danos celulares, diminuição de respostas aos fatores de 

crescimento e hipóxia, dificultando dessa forma a proliferação celular, e 

consequentemente a reepitelização (CLARK, 2002; SANTORO; GAUDINO, 

2005; ILANGO; CHITRA, 2010; KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012). A atividade 

proliferativa e citoprotetora da Cramoll já foi relatada em estudos anteriores 

(MELO et al., 2011b; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA et al., 2015), e os 

resultados obtidos no presente estudo corroboram com tais relatos, pois de 

acordo com a análise histológica os SHR tratados com Cramoll após 9 dias 

apresentaram reepitelização e presença de queratina. Além disso, aos 9 dias 

de tratamento o grupo SHR Cramoll não apresentou infiltrado leucocitário, e 

aos 14 dias apresentou regeneração total da pele, o que não foi observado nos 

outros grupos. Nos animais SHR+Diabetes não aconteceu o mesmo, aos 9 
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dias de tratamento todos os grupos apresentaram infiltrado inflamatório, isso 

pode ter acontecido devido esses animais apresentarem as duas disfunções 

sistêmicas, hipertensão e diabetes, tornando o processo cicatricial mais lento. 

Porém, no 14º dia apenas o grupo SHR+diabetes Cramoll apresentou 

reepitelização e queratinização nas feridas, mostrando que mesmo em 

situações que dificultam a regeneração tecidual a Cramoll mantem a 

estimulação do processo cicatricial. 

Na fase inflamatória da cicatrização a matriz extracelular é degradada 

para dar espaço a formação de uma nova matriz, que se estabelece na fase 

proliferativa. Os fibroblastos sintetizam e secretam colágeno para compor a 

nova matriz extracelular, porém as primeiras fibras formadas são de colágeno 

tipo III, que em sua maior parte será substituído por colágeno tipo I durante a 

remodelação (Ackermann, 2009). Então, uma pele regenerada e saudável deve 

apresentar os dois tipos de colágenos, porém o tipo I em maior quantidade. 

Entre os animais SHR+Diabetes apenas o grupo Cramoll marcou a presença 

do colágeno tipo III aos 9 e 14 dias de tratamento. E em relação ao colágeno 

tipo I tanto os animais SHR como os SHR+Diabetes tratados com Cramoll aos 

9 dias de tratamento foram marcados. Os resultados sugerem que Cramoll 

também atua na remodelação tecidual, estimulando a deposição e organização 

de fibras de colágeno.  Kim et al., (2013) observando a cicatrização de feridas 

da mucosa oral de ratos normais tratadas com a lectina Artin M (extraída das 

sementes de Artocarpus heterophyllus) viu que aos 7 dias de tratamento as 

feridas apresentavam remodelação tecidual com fibras colágenas organizadas. 

Demonstrando que as lectinas influenciam na estimulação da produção de 

colágeno e também na sua organização na matriz extracelular.   

    

5. Conclusão 

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que o tratamento de 

feridas cutâneas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e SHR 

diabéticos com a Cramoll é eficaz, porém a cicatrização ocorre mais rápido nos 

animais com a disfunção sistêmica hipertensão, apresentando total 

regeneração da pele aos 14 dias de tratamento. Talvez seja necessário um 

tempo maior para que a Cramoll possa regenerar totalmente a ferida de 

animais com as duas disfunções sistêmicas, hipertensão e diabetes. Os 
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resultados evidenciam a importância da Cramoll frente a cicatrização de feridas 

de difícil cura, tornando-a interessante para a indústria farmacêutica já que as 

pesquisas apontam para um aumento significativo de indivíduos hipertensos e 

diabéticos. 
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Figuras e legendas 

 

 

Figura 1. Avaliação clínica das feridas dos SHR por tempo de avaliação (dias), 

em que: Dia 0 - produção de feridas nos grupos experimentais; Dia 3 - edema e 

hiperemia em todos os grupos, porém mais acentuados no grupo SHR 

Kollagenase®, e formação de crosta primária em todos os grupos; Dia 9 - o 

desprendimento da crosta secundária e reepitelização foi observada em todos 

os grupos, porém ambos foram mais evidentes no grupo SHR Cramoll; Dia 14 - 

reepitelização e retração da ferida em todos os grupos experimentais, sendo 

mais acentuada no grupo SHR Cramoll. 
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Figura 2. Avaliação clínica das feridas dos SHR+Diabetes por tempo de 

avaliação (dias), em que: Dia 0 - produção de feridas nos grupos 

experimentais; Dia 3 - edema e hiperemia em todos os grupos, porém mais 

acentuados nos grupos SHR+Diabetes Controle e SHR+Diabetes 

Kollagenase®, e formação de crosta primária em todos os grupos; Dia 9 - o 

desprendimento da crosta secundária e reepitelização foi observada em todos 

os grupos, porém mais evidente no grupo SHR+Diabetes Cramoll; Dia 14 - 

reepitelização e retração da ferida em todos os grupos experimentais. 
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Figura 3. Porcentagem de retração das feridas aos 3, 9 e 14 dias de 

tratamento dos SHR. Comparação da Média Aritmética (AM) e Desvio Padrão 

(DP) entre grupos experimentais e controle utilizando os métodos de análise de 

variância (ANOVA) e teste de comparações múltiplas de Bonferroni (p <0,05). 

(a) - significativo em comparação ao grupo SHR Controle; (b) - significativo em 

comparação com SHR Kollagenase®; (c) significativo em comparação a SHR 

Cramoll. 
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Figura 4.  Porcentagem de retração das feridas aos 3, 9 e 14 dias de 

tratamento dos SHR+Diabetes. Comparação da Média Aritmética (AM) e 

Desvio Padrão (DP) entre grupos experimentais e controle utilizando os 

métodos de análise de variância (ANOVA) e teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni (p <0,05). (a) - significativo em comparação ao grupo SHR+Diabetes 

Controle; (b) - significativo em comparação com SHR+Diabetes Kollagenase®; 

(c) significativo em comparação a SHR+Diabetes Cramoll. 



97 

 

 

Figura 5: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR avaliadas após 

3 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-F) Cramoll. Notar 

em todas as feridas (F) a presença de tecido de infiltrado leucocitário (IL) em 

todos os tratamentos. H.E. 
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Figura 6: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR avaliadas após 

9 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-F) Cramoll. Notar 

nas feridas (F) a presença de tecido de infiltrado leucocitário (IL) apenas nos 

grupos Controle e Kollagenase®, e no grupo Cramoll reepitelização (seta 

longa), queratinização (seta curta) tecido conjuntivo (Tc) sem infiltrado 

leucocitário H.E. 
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Figura 7: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR avaliadas após 

14 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-F) Cramoll. 

Notar na região onde eram as feridas a presença de infiltrado leucocitário (IL) 

apenas no grupo Controle, tecido conjuntivo (Tc) em todos os grupos, 

reepitelização (seta longa) e queratinização (seta curta) no grupo Kollagenase® 

e recuperação total da pele no grupo Cramoll. H.E. 
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Figura 8: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR+Diabetes 

avaliadas após 3 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-F) 

Cramoll. Notar nas feridas (F) a presença de tecido de infiltrado leucocitário (IL) 

em todos os tratamentos. H.E. 
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Figura 9: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR+Diabetes 

avaliadas após 9 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-F) 

Cramoll. Notar nas feridas (F) a presença de tecido de infiltrado leucocitário (IL) 

em todos os tratamentos. H.E. 
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Figura 10: Fotomicrografia de feridas cutâneas nos animais SHR+Diabetes 

avaliadas após 14 dias de tratamento. (A-B) Controle; (C-D) Kollagenase®; (E-

F) Cramoll. Notar nas feridas (F) a presença de tecido de infiltrado leucocitário 

(IL) apenas nos grupos Controle e Kollagenase®, e no grupo Cramoll 

reepitelização (seta longa), queratinização (seta curta) H.E. 
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Figura 11: Imunohistoquímica para o colágeno III nas feridas cutâneas nos 

animais SHR: 9 dias - (A) Controle, (B) Kollagenase® e (C) Cramoll; 14 dias - 

(D) Controle, (E) Kollagenase® e (F) Cramoll. Notar forte marcação em todos 

os tratamentos aos 9 dias e fraca aos 14 dias. 
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Figura 12: Imunohistoquímica para o colágeno III nas feridas cutâneas nos 

animais SHR + Diabetes: 9 dias - (A) Controle, (B) Kollagenase® e (C) Cramoll; 

14 dias - (D) Controle, (E) Kollagenase® e (F) Cramoll. Notar forte marcação 

apenas no tratamento Cramoll aos 9 e 14 dias. 
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Figura 13: Imunohistoquímica para o colágeno I nas feridas cutâneas nos 

animais SHR: 9 dias - (A) Controle, (B) Kollagenase® e (C) Cramoll; 14 dias - 

(D) Controle, (E) Kollagenase® e (F) Cramoll. Notar marcação apenas no 

tratamento Cramoll aos 9 e em todos os tratamentos aos 14 dias. 
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Figura 14: Imunohistoquímica para o colágeno I nas feridas cutâneas nos 

animais SHR + Diabetes: 9 dias - (A) Controle, (B) Kollagenase® e (C) Cramoll; 

14 dias - (D) Controle, (E) Kollagenase® e (F) Cramoll. Notar marcação apenas 

no tratamento Cramoll aos 9 e em todos os tratamentos aos14 dias, sendo 

mais forte no Cramoll. 
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RESUMO 
 
As lectinas são proteínas que se ligam reversivelmente a carboidratos específicos, 
e, devido a essa particularidade, apresentam várias atividades biológicas quando 
se encontram na superfície celular. Essas biomoléculas vêm sendo empregadas 
em várias pesquisas na área biotecnológica, entre elas se destaca a aplicação de 
lectinas na cicatrização de feridas cutâneas, onde alguns trabalhos demonstram 
que essas biomoléculas possuem atividades importantíssimas, capazes de 
acelerar o processo cicatricial. A cicatrização é um evento celular e bioquímico 
que ocorre com o objetivo de reestabelecer o tecido lesado e consequentemente a 
hemostasia, porém existem disfunções sistêmicas, como o diabetes e a 
hipertensão, que promovem uma ruptura nos eventos cicatriciais, interferindo 
negativamente na regeneração tecidual, e caracterizando uma ferida de difícil 
cura. O objetivo deste artigo de revisão foi analisar os efeitos do diabetes e da 
hipertensão arterial na cicatrização de feridas cutâneas, e fazer um levantamento 
bibliográfico sobre a utilização e os efeitos de lectinas na cicatrização de feridas 
cutâneas. 
 
Palavras-chave: Feridas de difícil cura; Cicatrização. Diabetes mellitus. 
Hipertensão. Proteínas. 
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1. Introdução 

A pele é um órgão que atua como primeira barreira física de defesa contra 

os mais variados tipos de agentes agressores, como microrganismos infecciosos e 

toxinas do meio externo (GÁL et al., 2011; BOTTING et al., 2017; TALAGAS et al., 

2019) sendo fundamental para a manutenção da homeostase. Diversos estímulos 

podem quebrar a continuidade física da pele podendo levar a limitações 

funcionais, infecções, complicações sistêmicas e diminuição da qualidade de vida, 

fazendo com que um processo de cicatrização eficiente seja de grande 

importância (BAUM; ARPEY, 2005; SETH et al., 2012). 

A cicatrização cutânea de feridas é um processo fisiológico que consiste em 

uma sequência de eventos moleculares e celulares que ocorrem após o início de 

uma lesão tecidual, com a finalidade de restaurar o tecido danificado (GONZALEZ 

et al., 2016). A cascata de reações bioquímicas e celulares desencadeadas  nesse 

processo são agrupadas em quatro fases que são independentes, porém se 

sobrepõem: hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação (MORTON; 

PHILLIPS, 2016). 

A evolução temporal, organizada e sobreposta destas fases constitui o 

protótipo da cicatrização fisiológica de uma ferida aguda (LAUREANO; 

RODRIGUES, 2011). No entanto, fatores como idade, nutrição, disfunção 

endotelial e algumas doenças crônicas podem influenciar no processo de reparo 

tecidual (PINTO et al., 2009; KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012). Estudos envolvendo 

humanos e modelos animais revelam que em indivíduos diabéticos e hipertensos 

essas fases podem sofrer alterações e o reparo tecidual é prejudicado ou 

retardado (BIONDO-SIMÕES et al., 2006; ANDRADE et al., 2013), fazendo com 

que feridas cutâneas  nesses pacientes sejam de difícil tratamento e apresentem 

uma alta taxa de recorrência.  

Atualmente, diversos estudos têm buscado alternativas terapêuticas não 

tóxicas e sustentáveis capazes de favorecer o processo cicatricial. Neste contexto, 

evidências científicas tem mostrado que lectinas têm se mostrado capazes de 

potencializar o processo de cicatrização cutânea experimental (PORTO et al., 

2006). As lectinas são glicoproteínas de origem não imunológica, presentes em 
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todas as classes e famílias de organismos, que possuem a capacidade de se ligar 

a mono ou oligosacarídeos de forma reversível (SOUZA et al, 2001). 

Segundo Spector (2001), biomateriais têm sido alvo de estudos a fim de 

atribuir efeitos terapêuticos, devido a sua disponibilidade na natureza, por sua 

biodegradabilidade e pela capacidade de interagir com sistemas biológicos sem 

induzirem uma resposta adversa ao hospedeiro, propriedades não atingidas pelos 

materiais convencionais. Assim, esta revisão destaca a ação de lectinas no 

processo de cicatrização de feridas cutâneas experimentais de ratos e 

camundongos, dando ênfase a sua possível aplicabilidade em portadores de 

diabetes mellitus e hipertensão arterial.  

 

2. Cicatrização de feridas cutâneas 

Feridas cutâneas são definidas como qualquer rompimento que leve a 

descontinuidade da pele. Elas podem surgir em decorrência de um trauma 

(mecânico, físico ou químico), procedimentos cirúrgicos, insuficiência vascular e 

também de condições médicas subjacentes, como diabetes, hipertensão, doenças 

reumatológicas e inflamatórias (MORTON; PHILLIPS, 2016). 

Quando a pele é lesionada, ocorre uma cascata de reações celulares e 

bioquímicas, iniciando dessa forma o processo cicatricial (LIMA; ARAÚJO, 2013), 

que tem como objetivo evitar o extravasamento de sangue e reparar a ferida. 

Segundo Borges et al. (2010) a cicatrização pode ocorrer de três formas: 

1. Primeira intenção: quando não há perda de tecido e as extremidades da pele 

ficam justapostas uma à outra, como ocorre, por exemplo, nas feridas 

decorrentes de procedimentos cirúrgicos; 

2. Segunda intenção: quando há perda de tecido e as extremidades da pele ficam 

distantes uma da outra, sendo necessária a formação de tecido de granulação, 

contração e a reepitelização da ferida; 

3. Terceira intenção: quando há fatores que interferem no processo, 

retardando a cicatrização, como infecção, isquemia (causando má nutrição e baixa 

perfusão de oxigênio nos tecidos), doenças endócrinas como diabetes e 

obesidade, terapia em curso com glicocorticoides, radioterapia e quimioterapia. 
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 Após a ocorrência de uma ferida, inicia-se o extravasamento sanguíneo que 

preenche a área da ferida com plasma e elementos celulares, principalmente 

plaquetas (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007). As plaquetas se ligam as fibras de 

fibrina para que ocorra a formação do coágulo, impedindo a hemorragia (NANDI et 

al., 2019), reestabelecendo a hemostasia e formando uma barreira contra a 

invasão de microrganismos. O coágulo se torna mais consistente conforme a 

fibrina vai se polimerizando pelas vias da coagulação (WERNER; GROSE, 2003). 

 O coágulo serve como alicerce para a migração de células (SUN; 

SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014), pois a ativação plaquetária libera mediadores 

quimiotáticos que vão promover a migração de células inflamatórias para o local 

da ferida (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005) objetivando evitar infecções e 

iniciando a fase inflamatória. Induzidas pela trombina, as plaquetas sofrem 

degranulação, e liberam vários fatores de crescimento, como por exemplo: fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-α 

(TGF-α), fator de crescimento transformante-β (TGF-β), fator de crescimento 

epidérmico (EGF) e o fator de crescimento de células endoteliais (VEGF). Além 

disso, também são liberadas glicoproteínas adesivas como a fibronectina e 

trombospondina, que são importantes constituintes da matriz extracelular 

provisória (STREIT et al., 2000). 

Neutrófilos e macrófagos também são atraídos ao leito da ferida em 

resposta aos agentes quimiotáticos das plaquetas (CLARK, 2002). Essas células 

são as predominantes da fase inflamatória (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005), 

fagocitando e digerindo bactérias e restos celulares. Além disso, os macrófagos 

secretam fatores quimiotáticos que atraem outras células inflamatórias e 

produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, 

afetando a permeabilidade dos microvasos (ARNOLD; WEST, 1991; EMING et al., 

2007). 

Os macrófagos também produzem diversos fatores de crescimento, tais 

como PDGF, TGF-β, EGF, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e VEGF. 

Esses se destacam como as principais citocinas necessárias para estimular a 

formação do tecido de granulação (SINGER; CLARK, 1999), pois atraem para o 
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local da ferida fibroblastos e queratinócitos e os induzem a proliferação (BALBINO; 

PEREIRA; CURI, 2005; DICKINSON; GERECHT, 2016), iniciando assim, a fase 

proliferativa. 

A fase proliferativa se caracteriza pela formação de um tecido de 

granulação contendo células inflamatórias, fibroblastos e vasos sanguíneos 

neoformados em uma matriz de colágeno frouxa. É responsável pelo fechamento 

da ferida e compreende reepitelização, fibroplasia e angiogênese (ISAAC et al., 

2010). A proliferação epitelial inicia-se por estimulação mitogênica e quimiotática 

dos queratinócitos pelo TGF-α e EGF (DVORAK, 2002). Essas células migram das 

bordas da ferida e multiplicam-se, reestruturando as camadas da epiderme e 

promovendo a reepitelização tecidual (ISAAC et al.,2010). 

A angiogênese ocorre a partir de vasos íntegros adjacentes à ferida, que 

são responsáveis por fornecer oxigênio e nutrientes para a cicatrização. 

Simultaneamente ocorre deposição e proliferação de fibroblastos sobre a rede de 

fibrina formando um tecido frouxo, denominado tecido de granulação. Os 

fibroblastos secretam elastina, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteases e 

colágeno, principalmente colágeno tipo III, os quais são responsáveis pela 

regeneração tecidual (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; ISAAC 

et al., 2010). 

A fase de remodelação envolve um minucioso e organizado equilíbrio entre 

degradação e formação de matriz (ACKERMANN, 2009), que, é marcada por 

maturação dos elementos e alterações na matriz extracelular (MEC), ocorrendo o 

depósito de proteoglicanos e colágeno (GABBIANI, et al., 1972). Influenciada por 

citocinas e fatores de crescimento, a matriz de colágeno é continuamente 

degradada, resintetizada, reorganizada e reestabilizada (KARUKONDA et al., 

2000; ACKERMANN, 2009). Nessa fase, surgem as primeiras fibras de colágeno 

tipo I, o qual é mais resistente e espesso em substituição ao colágeno tipo III 

depositado durante a fase proliferativa (ACKERMANN, 2009; ISAAC et al., 2010). 

O colágeno é uma proteína fibrosa insolúvel de função estrutural, que 

aumenta com uma taxa relativamente constante a partir do 3º dia de cicatrização 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Essa proteína é classificada em diferentes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dickinson%20LE%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27547189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerecht%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27547189
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grupos, conforme sua sequência de aminoácidos. Os colágenos presentes na 

derme são os tipos I e III. Em um tecido normal cerca de 90% é colágeno tipo I e 

10% colágeno tipo III, mas quando o tecido é lesado, o tipo III predomina na fase 

proliferativa, porém na fase de remodelação é substituído ao longo do processo de 

reparo tecidual por fibras do tipo I (OLIVEIRA; DIAS, 2012; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2017). 

Na fase mais tardia, os fibroblastos do tecido de granulação transformam-se 

em miofibroblastos comportando-se como um tecido contrátil responsivo aos 

agonistas que estimulam o músculo liso. Ocorre, concomitantemente, 

reorganização da matriz extracelular, que se transforma de provisória em definitiva 

(GABBIANI et al.,1972). Assim que a demanda metabólica do processo de 

cicatrização diminui, a alta rede de capilares, fibroblastos e células inflamatórias 

desaparecem do local da ferida mediante processos de emigração e apoptose 

(ARNOLD; WEST, 1991; ACKERMANN, 2009). Esse fato leva à formação de 

cicatriz com reduzido número de células. Por outro lado, se persistir a celularidade 

no local, ocorrerá a formação de cicatrizes hipertróficas ou queloides. As principais 

citocinas envolvidas nessa fase são: fator de necrose tumoral (TNF-α), 

interleucina-1 (IL-1), PDGF e TGF-β produzidas pelos fibroblastos, além das 

produzidas pelas células epiteliais como EGF e TGF-β (KARUKONDA et al., 

2000). 

Fatores de crescimento, são essenciais para o processo de reparo tecidual, 

pois estes são proteínas que estimulam e ativam a proliferação celular mediante a 

ativação de reações (angiogênese, mielogênese e transcrição genética) que 

ativam e aceleram o processo de cicatrização (SENGUPTA et al., 2015; MASI et 

al., 2016). Eles agem de maneira a inibir ou estimular a expressão gênica das 

células-alvo na ferida, regulando os processos de proliferação, diferenciação, 

migração e aderência celular (DINH et al.,2015), além de estimular a angiogênese 

e a síntese da matriz extracelular (REINKE; SORG, 2012). 

 Eles estão envolvidos nas etapas supracitadas do processo de cicatrização 

e os mais importantes são: fator de crescimento epitelial (EGF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PGDF), fator de crescimento vascular 
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endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de 

crescimento insulínico (IGF) (MASI et al., 2016). A deficiência desses fatores 

causam uma deficiência na cicatrização de feridas, seja pela síntese diminuída 

e/ou degradação excessiva, podendo acarretar ulcerações crônicas na pele 

(TRAVI-CARNEIRO et al., 2013; DINH et al., 2015), quadro clínico bastante 

comum em diabéticos e hipertensos.  

 

3. Cicatrização em indivíduos diabéticos e hipertensos 

 

O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio metabólico crônico caracterizado 

pelo aumento da concentração de glicose no sangue (hiperglicemia) 

(OGURTSOVA, et al., 2017), devido a um defeito na secreção de insulina e/ou 

quando o corpo não pode usá-la de maneira efetiva (RADENKOVIĆ; 

STOJANOVIĆ; PROSTRAN, 2016). 

Indivíduos diabéticos apresentam um risco maior de morbidade e 

mortalidade do que a população geral (OGURTSOVA, et al., 2017), pois o 

diabetes, mesmo quando tratado corretamente, pode levar a complicações, além 

de diminuir a qualidade de vida do indivíduo e aumentar os custos médicos devido 

a necessidade do paciente ficar hospitalizado (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2017). Um dado preocupante é que em 2017 existiam cerca de 

425 milhões de diabéticos no mundo (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2017), e de acordo com Ogurtsova et al. (2017) esse número vai 

subir para 642 milhões até 2040.  

Trata-se de uma das principais causas de cardiopatias, retinopatias, 

nefropatias e nervopatias, porque altos níveis de glicose no sangue aumenta o 

estresse oxidativo, devido à produção excessiva de radicais livres ou da redução 

das defesas antioxidantes, causando danos vasculares generalizados (GIACCO; 

BROWNLEE, 2010; DeFRONZO et al., 2015). Além disso, o diabetes também é 

apontado como principal condição que aumenta as possibilidades de amputação 

de membros inferiores devido à deficiência no processo cicatricial, e na gestação, 

quando mal controlado, está associado a complicações maternofetais importantes 

(DeFRONZO et al., 2015; MIRANDA et al., 2017), como pré-eclâmpsia, distocia de 
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ombro, macrossomia e mortalidade perinatal (GRACIA; OLMEDO, 2017). 

Nos indivíduos diabéticos, vários mecanismos são apontados como fatores 

que interferem na cicatrização, entre eles estão: a produção excessiva de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), diminuição do óxido nítrico (NO) e 

diminuição da resposta aos fatores de crescimento (GFs) (BREM; TOMIC- CANIC, 

2007; KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012). O excesso de EROs é denominado estresse 

oxidativo, e pode causar danos celulares (ILANGO; CHITRA, 2010). O óxido 

nítrico é necessário na cicatrização porque contribui com os mecanismos de 

defesa do organismo, pois dilata os vasos sanguíneos permitindo um fluxo maior 

de células de defesa no local da ferida (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000), 

dessa forma, sua redução deixa a ferida vulnerável a infecções. A diminuição da 

resposta celular e dos fatores de crescimento afeta a proliferação celular que é 

necessária para que ocorra a reepitelização (SANTORO; GAUDINO, 2005). 

Além disso, diabéticos apresentam redução nos níveis plasmáticos de 

fibronectina, de linfócitos e imunoglobulinas, e diminuição da formação da matriz 

provisória (FEJFAROVA et al., 2016). Há uma resposta inflamatória in situ 

prolongada devido aos altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, o que leva ao 

aumento de metaloproteinases, degradação marcante da matriz e apoptose 

(BLAKYTNY; JUDE, 2006). A angiogênese também pode ser retardada ou 

prejudicada, levando à privação de oxigênio e nutrientes, fibroblastos reduzidos, 

deficiência na migração de queratinócitos e início tardio do fenótipo de 

miofibroblastos com diminuição do depósito de colágeno tipo I (EBAID et al., 

2013). 

Fatores de crescimento (GFs), essenciais para o processo cicatricial, 

também estão deficientes em indivíduos diabéticos (MOURA et al., 2013). Em 

consonância com a hiperglicemia crônica, resultante de defeitos na secreção e/ou 

ação da insulina, alterações vasculares periféricas e formação de úlceras na pele 

são comuns nesses indivíduos (KOLLURU; BIR; KEVIL, 2011; TORRES-

VALENZUELA et al., 2015). Essas feridas são decorrentes do processo ineficiente 

de cura das feridas em indivíduos diabéticos, já que tal processo é complexo e 

envolve várias etapas (coagulação, inflamação, proliferação, reepitelização e 
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remodelamento), que necessitam da participação de uma grande variedade de  

GFs e citocinas (MOURA et al., 2013).   

Dessa forma, GFs são citados na literatura como importantes coadjuvantes 

no tratamento das úlceras diabéticas (TRAVI-CARNEIRO et al., 2013), feridas 

responsáveis por grande prevalência de amputações em pés de pacientes com 

DM (TORRES-VALENZUELA et al., 2015). A aplicação de géis ricos em fatores de 

crescimento e plasma rico em plaquetas vem demonstrando eficácia na 

cicatrização de feridas, uma vez que estimulam as diferentes fases do processo 

de cicatrização, diminuindo assim o tempo de fechamento da ferida e possíveis 

complicações dessas lesões (SZWED; SANTOS, 2015). 

A Hipertensão arterial (HA) é a condição clínica multifatorial caracterizada 

por elevação sustentada dos níveis pressóricos ≥ 130 (pressão arterial sistólica) 

e/ou 80 (pressão arterial diastólica) mmHg (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 

2017), diferindo do padrão anterior de 140/90 (MALACHIAS et al., 2016). 

Frequentemente se associa a distúrbios metabólicos, alterações funcionais e/ou 

estruturais de órgãos-alvo, sendo agravada pela presença de outros fatores de 

risco, como dislipidemia, obesidade, intolerância à glicose e diabettes melitus 

(MENDIZÁBAL; LLORENS, NAVA, 2013; WEBER et al., 2014).  

No Brasil, a HA atinge 36 milhões de indivíduos adultos, principalmente a 

população idosa (mais de 60%), sendo fator de risco para insuficiência cardíaca, 

doença arterial coronariana e acidente vascular cerebral, com altas taxas de 

morbidade e mortalidade (SCALA; MAGALHÃES; MACHADO, 2015; 

JAWORSHA et al., 2017).  Além disso, estudos relatam  que hipertensos têm o 

processo de cicatrização prejudicado (CLARK, 2002; BIONDO-SIMÕES et al., 

2006; COELHO et al., 2010).  

Fawcett et al. (1996) sugeriram que o déficit de cicatrização em 

hipertensos ocorre devido a alterações microvasculares, causada pela 

hipertensão arterial, levando a um fluxo sanguíneo reduzido no local da 

anastomose colônica. As alterações microvasculares da hipertensão arterial não 

se limitam apenas à microvasculatura colônica, mas também ocorrem na tela 

subcutânea. Nesta, provoca redução do lúmen das artérias devido ao aumento 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendiz%C3%A1bal%20Y%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23573411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Llorens%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23573411
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da espessura da camada média da parede do vaso (KORSGARRD et al., 1993; 

ZANCHI; BRUNNER; HAYOZ, 1997; BIONDO-SIMÕES et al., 2006), gerando um 

estado de hipóxia tecidual (CLARK, 2002). É importante salientar que o aumento 

na espessura da camada media do vaso não ocorre devido a hipertrofia e 

hiperplasia dos miócitos, mas devido a um rearranjo das células musculares lisas 

na parede arterial (KORSGAARD et al., 1993). 

A hipóxia tecidual é um fator sistêmico que interfere na cicatrização e que 

se constitui na privação dos nutrientes e do oxigênio necessários para as células, 

que são levados através do sistema microcirculatório. A hipóxia diminui a 

deposição de colágeno, inibe a atividade fagocitária e pode levar a proliferação 

de microorganismos pela diminuição da atividade leucocitária (CLARK, 2002).  

Além de alterações microvasculares, a hipertensão reno-vascular promove 

alterações significativas no sistema renina-angiotensina- aldosterora (SRAA), um 

dos mais importantes sistemas reguladores para a homeostase cardiovascular 

(FERNANDES et al., 2016; LAUTNER et al., 2019) e, consequentemente, no 

processo de reparo tecidual de feridas. A angiotensina II é um importante 

peptídeo  do  SRAA, desempenha um papel na homeostase cutânea normal, 

assim como no reparo de ferida cutânea (STECKELINGS et al. 2004; TAKEDA et 

al., 2004; KAWAKUGHI et al., 2004; STECKELINGS et al., 2005).  

A angiotensina II também é responsável por induzir fatores de 

crescimento, como o fator de crescimento dos fibroblastos (TGF), fator de 

crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial    

vascular    (VEGF),    fator    de crescimento  transformante  de  fibroblastos do 

tipo beta (TGF-β) e fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), essenciais 

para o processo de cicatrização (CHENG et al., 2005). Contudo, a sua atuação 

em condições anormais gera efeitos deletérios ao sistema cardiovascular, tais 

como: hipertrofia de miócitos, estímulo à produção de radicais livres e 

substâncias pró-inflamatórias (TRAPP et al., 2009).   Ainda se sabe que quando 

em excesso, os efeitos da angiotensina II são predominantemente deletérios 

sobre o endotélio (SANTOS et al., 2000).  
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4. Lectinas 

 

As lectinas são uma família de proteínas de origem não imunológica e de 

ocorrência natural, que estão envolvidas em eventos fisiológicos cruciais de 

interações proteínas-carboidrato, como adesão, migração e interação celular (LI et 

al, 2011; AHN et al, 2012). Embora tenham sido inicialmente encontradas em 

plantas, as lectinas estão amplamente distribuídas entre plantas, algas, vírus, 

microrganismos e animais (HUSKENS et al., 2010; NUNES et al., 2011; SOARES 

et al., 2011; CHEN; LI, 2013). 

A origem não imune das lectinas permite distinguí-las dos anticorpos, que 

são estruturalmente similares. Diferentemente dos anticorpos, as lectinas 

apresentam uma grande diversidade estrutural, representada pela variedade de 

subunidades, peso molecular, composição peptídica e estrutura tridimensional 

(SOUZA et al., 2003). Desta forma, a caracterização molecular das lectinas 

envolve a utilização de técnicas bioquímicas e moleculares que permitem a 

identificação do peso molecular, número de subunidades, estabilidade térmica e 

especificidade glicídica (FERNANDES et al., 2012; MARTIN; CHANNE, 2020). 

A lectina liga-se com o ligante através de seus sítios de ligação com o 

açúcar do ligante. Os sítios de ligação das lectinas normalmente se encontram na 

superfície da molécula e interage com a parte glicídica do ligante por meio de 

ligações químicas fracas (SOUZA et al., 2003). Estudos estruturais com lectinas 

têm sido conduzidos, como forma de aprofundar a compreensão das interações 

entre essas proteínas e seus ligantes com o objetivo de conhecer a atividade 

biológica dessas moléculas e para obter novas ferramentas biotecnológicas 

(NASCIMENTO et al., 2012). 

A disponibilidade de uma grande variedade de lectinas na natureza  e a 

capacidade em reconhecer e se ligar a carboidratos de forma específica e 

reversível (SILVA et al., 2019) tem tornado esta classe de proteínas alvo de 

diversos estudos biotecnológicos, tais como: tipagem de células sanguíneas (DAM 

et al., 2011); controle biológico (ALBUQUERQUE et al., 2012); antimicrobiano 

(CHARUNGCHITRAK et al., 2011), purificação de várias glicoproteínas (ARAÚJO 
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et al., 2012), como ferramentas para sistemas de liberação de drogas em mucosas 

(SINGH et al., 2011) e atividade antiviral (TAKEBE et al., 2013). 

As lectinas também têm sido amplamente empregadas em glicoanálises, 

para elucidação de alterações em glicanos relacionadas à determinada condição 

fisiológica e patológicas (COELHO et al., 2010; WANG et al., 2012; SILVA et al., 

2019). Kuno et al. (2011) utilizou uma lectina no monitoramento da fibrose em 

tecido hepático de pacientes cirróticos ou com hepatite crônica. Por haver 

expressão de monossacarídeos específicos em células tumorais e pela 

especificidade pelo qual as lectinas reconhecem glicanos, estudos têm mostrado 

que algumas lectinas, podem ser empregadas na identificação de alterações em 

diversas fases de transformação tumoral (ASHRA et al., 2015; DAN; LIU, 2016; 

SILVA et al., 2019), podendo ser utilizadas no desenvolvimento de diagnóstico e 

prognóstico do câncer (LAM; Ng, 2011; GHAZARIAN et al., 2011; SILVA et al., 

2019). Além disso, ensaios clínicos tem mostrado que a utilização de lectinas 

podem resultar em morte programada de células cancerígenas por diferentes vias, 

indicando possíveis implicações terapêuticas anticancerígenas (FU et al., 2011). 

Novas direções de pesquisa nos últimos anos levaram a grandes 

desenvolvimentos no uso de lectinas. Dessa forma, as lectinas representam uma 

classe de biomoléculas com grande perspectiva biotecnológica, não apenas como 

reagentes para diagnóstico, mas como uma nova classe de produtos 

biofarmacêuticos (NASCIMENTO et al., 2012). 

 

5. Lectinas e cicatrização  

Devido à complexidade patológica e fisiológica do processo de cicatrização, 

a perfeita regeneração dos tecidos é difícil de ser alcançada. Nos casos em que 

as feridas são de difícil cura, os métodos de tratamento convencionais incluem o 

uso de antibióticos, enxertos de tecidos e enzimas proteolíticas, com grandes 

desvantagens e efeitos colaterais indesejados (MONTES et al., 2009; 

MENDONÇA; COUTINHO-NETTO, 2009). Diante disto, o uso de bioprodutos tem 

sido sugerido como alternativa promissora devido a características como 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, grande disponibilidade na natureza e pela 
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capacidade de interagir com sistemas biológicos sem induzirem uma resposta 

adversa ao hospedeiro (SPECTOR, 2001; NETA et al., 2019). 

As lectinas são um grupo estruturalmente heterogêneo de proteínas que, 

devido à participação em processos biológicos importantes (MELO et al., 2010; 

GOMES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; MUKHERJEE et al., 2014), têm sido 

sugeridas como um biomaterial com potencial efeito farmacológico no processo de 

reparo de feridas cutâneas (MELO et al., 2011; CORIOLANO et al., 2014). Neste 

contexto, diversos estudos vêm avaliando o efeito das lectinas no processo 

cicatricial de feridas cutâneas, induzidas experimentalmente (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Atuação de lectinas na cicatrização de feridas cutâneas. 

 

Lectina 

Origem; 

Apresentação; 

Administração 

 

Atuação na cicatrização 

Modelo 

experimental 

Artin M 

(KIM et al., 

2013) 

Sementes de Artocarpus 

heterophyllus; 

Livre; 

Tópica. 

No 3º dia apresentou tecido de granulação associado a 

intenso infiltrado inflamatório, tecido necrótico, camada 

superficial que cobre a ferida e neovascularização e 

migração do epitélio na borda da lesão; no 5º dia 

observou-se uma fina camada epitelial e menor área de 

tecido de granulação; no 7º dia apresentou células 

inflamatórias, fibras colágenas organizadas, fibroplasia 

e remodelação tecidual. 

Feridas na mucosa 

oral em ratos 

Wistar saudáveis 

BSL 

(NASCIM

ENTO-

NETO et 

al., 2012) 

Alga Bryothamnion 

seaforthii; 

Livre; 

Tópica. 

Apresentou perfil pró-inflamatório, maior edema e 

hiperemia, maior retração da ferida nas fases 

inflamatória e proliferativa, promoveu uma efetiva 

remodelação das feridas apresentando densas fibras 

colágenas na derme e vasos sanguíneos. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

saudáveis 

Cramoll 

(MELO et 

al., 2011) 

Sementes de Cratylia 

mollis; 

Livre; 

Tópica. 

Apresentou perfil pró-inflamatório, maior edema e maior 

recrutamento de células polimorfonucleares para o leito 

da ferida; maior deposição de tecido de granulação e 

de fibras colágenas; excelente reepitelização. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

saudáveis e 

imunocomprometid

os 

Cramoll 

(PEREIRA 

et al., 

2012) 

Sementes de Cratylia 

mollis; 

Imobilizada em hidrogel 

de carbopol; 

Tópica. 

No 7º dia apresentou exsudato intenso, necrose e 

edema; no 14º dia, reepitelização tecidual e autólise 

moderada; no 21º dia, intensa proliferação fibroblástica, 

presença de colágeno denso e fibrose moderada; no 

28º dia, epitelização tecidual completa; no 35º dia, 

apresentou colágeno denso modelado. Atuou 

promovendo a aceleração da retração da ferida a partir 

do dia 14. 

Queimaduras de 

segundo grau em 

ratos Wistar 

saudáveis 

 

Cramoll 

(ALBUQU

ERQUE et 

al. 2017) 

Sementes de Cratylia 

mollis; 

Imobilizada em 

membranas de 

galactomanana; Tópica. 

Promoveu maior retração da ferida no 7º dia de 

tratamento; edema e hiperemia menos intensos e 

descolamento acelerado da crosta; atuou estimulando e 

acelerando a cicatrização, as feridas fecharam 

completamente aos 11 dias de tratamento. 

Feridas cutâneas 

em ratos Wistar 

saudáveis 
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Cramoll 

(PEREIRA 

et al., 

2019) 

Sementes de Cratylia 

mollis; 

Imobilizada em um 

hidrogel de carbopol;  

Tópica. 

No 7º dia apresentou infiltrado inflamatório moderado e 

fibrose leve; no 14º dia, autólise intensa, 

neovascularização, proliferação leve de fibroblastos e 

intensa fibrose e reepitelização; no 21º dia, colágeno 

denso não modelado, fibrose moderada; e no 28º dia, 

epitelização tecidual completa. 

Queimaduras de 

segundo grau em 

ratos Wistar 

imunocomprometid

os 

 

CrataBL 

(BATISTA 

et al., 

2019) 

Cascas de Crataeva 

tapia; 

Livre;  

Intravenosa. 

Promoveu maior porcentagem de retração da ferida no 

4º dia após sua indução, maior número de folículos 

pilosos e maior densidade vascular. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

C57BL/6 

Emal 

(BRUSTEI

N et al., 

2012) 

Sementes de Eugenia 

malaccensis; 

Livre; 

Tópica. 

Apresentou sinais inflamatórios (edema e hiperemia) 

menos intensos que o grupo controle; 33,3% dos 

animais tratados com Emal apresentaram crosta 

primária no primeiro dia após a indução da ferida; 

apresentou reepitelização parcial e completa após 12 

dias de tratamento.. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

normais. 

Frutalina 

(SOUSA 

et al., 

2018) 

Sementes de Artocarpus 

incisa; 

Imobilizada em hidrogel 

de galactomanana; 

Tópica. 

Apresentou edema e hiperemia discretos; Entre o 3º e 

7º dias apresentou intenso infiltrado inflamatório; no 11º 

dia, proliferação de fibroblastos e queratinócitos e 

reepitelização total da área da ferida; 14º início da 

reorganização das fibras de colágeno. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

normais 

Frutalina 

(SOUSA 

et al., 

2018) 

Sementes de Artocarpus 

incisa; 

Imobilizada em 

membranas de 

galactomanana 

Promoveu maior retração em relação ao controle no 3º 

dia; ausência de edema; intensa angiogênese; no 11º 

dia, reorganização da matriz conjuntiva. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

normais 

PpeL 

(CORIOLA

NO et al., 

2014) 

Sementes de Parkia 

pendula; 

Livre; 

Tópica.  

Promoveu menos edema; e fechamento total da ferida 

no 11º dia de tratamento. 

Feridas cutâneas 

de camundongos 

Swiss albino 

saudáveis e 

imunocomprometid

os 

nBVL 

(NETO et 

al, 2011) 

Sementes de Bauhinia 

variegata; 

Livre; 

Tópica. 

Apresentou efeito pró-inflamatório; após 7 dias 

observou-se desenvolvimento de hiperplasia 

epidérmica para reparo epitelial, formação de tecido de 

granulação ativa com proliferação de tecido adiposo e 

aglomerados de células ativas; promoveu o fechamento 

completo das feridas, apresentando valores maiores de 

retração, porém não significativos, após 12 dias de 

tratamento. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

normais 

rBVL 

(NETO et 

al, 2011) 

Isoforma recombinante 

da nBVL; 

Livre; 

Tópica. 

Apresentou efeito anti-inflamatório; na fase inflamatória 

obteve maior retração; após 7 dias apresentou 

restauração do revestimento epitelial, deposição 

subepitelial de colágeno e espessamento das fibras 

colágenas na derme reticular com reestruturação do 

tecido adiposo. 

Feridas cutâneas 

em camundongos 

Swiss albino 

normais 

 

Coriolano et al. (2014) observaram que a lectina Ppel, derivada de 

sementes de Parkia pendula (Fabaceae), promoveu excelente fechamento e 
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reparo das feridas cutâneas em camundongos Swiss albino normais e 

imunocomprometidos. Estes resultados são consistente com os estudos 

realizados por Melo et al. (2011), que também descobriram a ação curativa da 

lectina Cramoll 1,4, (Cramoll) extraída de Cratylia mollis (Fabaceae), no reparo de 

feridas cutâneas em camundongos Swiss albino normais e imunossuprimidos. Os 

resultados de ambos os estudos também comprovaram que a utização da lectina 

evitou contaminação das feridas por microrganismos.  

As infecções secundárias da pele são frequentemente causadas pela flora 

transitória, composta principalmente por Staphylococcus. A infecção compromete 

a reepitelização e a deposição de colágeno (SINGER; MCCLAIN, 2002; 

INNGJERDINGER et al., 2004), retardando a cicatrização (PASTAR et al., 2013). 

Ao avaliar a atividade antimicrobiana de Emal, lectina extraída da Eugenia 

malaccensis L. (Mirtaceae), frente a bactérias gram positivas e gram negativas, 

Brustein et al. (2012) verificou que Emal foi muito eficaz na inibição do 

crescimento bacteriano, principalmente para Staphylococcus aureus. 

O uso tópico de um hidrogel à base das isolectinas Cramoll 1,4 no 

tratamento de queimaduras de segundo grau em ratos Wistar mostrou a formação 

de exsudatos intensos, necrose e edema, reepitelização tecidual, autólise 

moderada e proliferação fibroblástica, resultando em uma maior retração da ferida 

(PEREIRA et al., 2012). Resultado semelhante foi averiguado em outro 

experimento realizado por Pereira et al. (2019), onde o efeito do tratamento de 

queimaduras de segundo grau em ratos Wistar imunocomprometidos, também 

utilizando hidrogel contendo lectina de C. mollis, foi avaliado. Neste estudo, houve 

excelente reparo do ferimento, em relação à deposição de colágeno, precoce 

reepitelização, neovascularização e ausência de infecção. Estes estudos reforçam 

o potencial de aplicação terapêutica da lectina em feridas cutâneas.  

Neto et al. (2011) também investigou o potencial curativo da administração 

tópica da lectina de Bauhinia variegata (Caesalpinoideae) (nBVL) e sua isoforma 

recombinante (rBVL-1) em feridas cutâneas induzidas cirurgicamente em 

camundongos Swiss albino. De acordo com os achados deste estudo, o 

fechamento da ferida, a reconstutuição das camadas da pele e deposição de 
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queratina ocorreu mais rápido nos animais tratados com a lectina recombinante. 

Estudos realizados por Nascimento-Neto et al. (2012) também mostraram lectinas 

isoladas da alga marinha Bryothamnion seaforthii apresentaram propriedades pró-

cicatrizantes em feridas cutâneas de camundongos Swiss albino, se mostrando 

eficazes no tratamento de feridas agudas. 

Além disso, a lectina CrataBL, extraída da casca de Crataeva tapia 

(Capparidaceae), demonstrou ter propriedades quimioatraentes para células 

endoteliais através da estimulação da migração e invasividade das células 

endoteliais da veia umbilical humana. Ao avaliar o efeito da CrataBL na 

cicatrização de feridas produzidas experimentalmente na região dorso-cervical de 

camundongos C57BL/6, notou-se que esta lectina também inibiu a atividade de 

metaloproteases tipo 2 (MMP-2) da matriz extracelular,  melhorou a cicatrização e 

aumentou o número de estruturas foliculares nas áreas. Esses resultados indicam 

que a CrataBL é um agente pró-angiogênico e agente de cura em feridas 

epidérmicas (BATISTA et al., 2019). 

A análise histopatológica realizada por Brustein et al. (2012) de feridas 

cutâneas, induzidas experimentalmente em camundongos Swiss albino, mostrou 

que o tratamento tópico diário com EmaL (lectina extraída de Eugenia malaccensis 

L.) levou a reepitelização (completa ou parcial) do tecido lesado e áreas de 

transição mais evidenciadas que os do grupo controle, principalmente devido ao 

padrão bem organizado de fibras colágenas apresentadas no tecido fibroso de 

granulação. Isto indica um efeito benéfico da lectina estudada no processo de 

reparação de feridas cutâneas. 

Diante das evidências científicas supracitadas, fica evidente a ação pró-

cicatrizante das lectinas em feridas cutâneas. Sendo assim, as lectinas são 

moléculas biologicamente eficazes e possíveis de serem empregadas no 

tratamento farmacológico de feridas cutâneas, tanto crônicas como agudas.  

 

6. Perspectivas terapêuticas das lectinas na cicatrização de diabéticos e 

hipertensos 
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O mecanismo de cicatrização de feridas cutâneas em indivíduos com 

doenças crônicas, como o diabetes mellitus e hipertensão arterial, é lentificado 

devido a desestabilização de processos essenciais no processo de reparo tecidual 

(BIONDO-SIMÕES et al., 2006; LIMA; ARAUJO, 2013), que perturba a 

recuperação da integridade anatômica e funcional no intervalo de tempo normal 

(LAUREANO; RODRIGUES, 2011). 

Vários mecanismos são apontados como fatores importantes na diminuição 

do processo de cicatrização (BREM; TOMIC-CANIC, 2007; KOLLURU; KEVIL, 

2012). O conhecimento dos fatores que interferem neste processo permite 

identificar futuros alvos terapêuticos que poderão levar ao sucesso no tratamento 

de feridas de difícil cura. Neste contexto, as lectinas se destacam como moléculas 

capazes de serem empregadas no tratamento destas feridas, uma vez que 

evidências científicas atribuem a essas biomoléculas a capacidade de 

desempenhar atividades biológicas essenciais para o processo cicatricial (NETO 

et al., 2011; NASCIMENTO-NETO et al., 2012; CORIOLANO et al., 2014).  

Um fator que interfere na cicatrização cutânea é a persistência da fase 

inflamatória, o que é muito comum em feridas crônicas devido a presença de 

tecido necrótico, corpos estranhos, contaminação bacteriana, com perturbação do 

equilíbrio entre fatores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios (LAUREANO; 

RODRIGUES, 2011).  A literatura tem mostrado a atuação de lectinas na 

modulação do sistema imunológico, promovendo efeitos tanto pró-inflamatórios 

(ALENCAR et al., 2005; NETO et al., 2011) como anti-inflamatórios (MELO et al., 

2010). 

A avaliação imunomodulatória de Cramoll 1,4 em linfócitos, induziu uma 

resposta anti-inflamatória por supressão de oxído nitrico, uma maior produção de 

IFN-γ e baixa produção de IL-10 (MELO et al., 2010). Já nos estudos de Alencar et 

al. (2005), que avaliaram o efeito de uma lectina isolada dos tubérculos da 

monocotiledônea  Arum maculatum L. (Araceae) nas células do sistema 

imunológico, sugeriram que essa lectina apresenta atividade pró-inflamatória, 

induzindo a migração de neutrófilos tanto in vitro quanto in vivo.  
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Neto et al. (2011) ao realizar a administração tópica das isoformas da 

lectina de Bauhinia variegata mostrou que a nBVL teve um efeito pró-inflamatório 

e a isoforma recombinante rBVL anti-inflamatório. Os animais nBVL teve um efeito 

pró-inflamatório, com níveis mais altos de inchaço e vermelhidão no leito da ferida 

e os tratados com rBVL apresentaram níveis mais baixos de sinais inflamatórios 

típicos, indicando um possível efeito anti-inflamatório. A reparação tecidual foi 

mais rápida e eficaz em rBVL que nBVL, porém a cicatrização neste último foi 

mais eficaz que os animais controles. Estes resultados indicam que as diferença 

na cicatrização de feridas observada entre os animais tratados com nBVL e rBVL-

1 foi, provavelmente, devido a diferenças estruturais dos domínios de 

reconhecimento de carboidratos das lectinas. Ainda segundo estes autores, as 

propriedades pró-cicatrizantes das lectinas extraídas das sementes de Bauhinia 

variegata se deve a secreção de fatores de crescimento e consequente mudança 

fenotípica de fibroblastos em miofibroblastos, o que levou a contração mais rápida 

da ferida e aumento da deposição de colágeno pelos fibroblastos. 

Os fatores de crescimento são substâncias biologicamente ativas que 

apresentam diversas atividades biológicas e regulam a atividade de diversas 

células (Figura 3), sobretudo nos fibroblastos e queratinócitos (VIEIRA et al.; 

2011). O TGF-β é um fator de crescimento envolvido na regulação ou estimulação 

do reparo tecidual, angiogênese, formação do tecido de granulação, síntese de 

colágeno por fibroblastos e fibroplasia (RHETT et al., 2008; MURPHY  et al., 

2011). Os fatores de crescimento FGF2 e VEGF são responsáveis pelo 

desenvolvimento do tecido de granulação (WERNER; GROSE, 2003). A liberação 

destes fatores são essenciais para a proliferação de células epiteliais e 

queratinócitos, que são necessários para a o fechamento total da ferida (NETO et 

al., 2011). 

Devido o tecido de granulação ter aparecido precocemente no pós-

operatório Neto et al. (2011) sugerem que as lectinas nBVL e rBVL induzem a 

liberação de FGF2, VEGF e angiopoietinas por células endoteliais, moduladas por 

citocinas produzidas por mastócitos e macrófagos. Além disso, vários estudos 

(WERNER; GROOSE, 2003; ZIERIS et al., 2010) afirmam que os FGF e VEGF 
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possuem importante função no processo de reparo, principalmente estimulando a 

angiogênese. Sendo assim, as lectinas podem ser eficientes no processo 

cicatricial de diabéticos e hipertensos, uma vez que nesses indivíduos a 

diminuição da reposta aos fatores de crescimento é um fator importante para o 

retardo da cicatrização. 

O rompimento do equilíbrio normal das metaloproteinases (MMPs) e dos 

inibidores teciduais da metaloproteinases (TIMPs) também contribui para o retardo 

da cicatrização em feridas crônicas (ARAÚJO et al, 2011; MARTINS; CALEY; 

O´TOOLE, 2013), muito comuns em diabéticos e hipertensos. As MMPs são 

imprescindíveis para a cicatrização de feridas, sendo expressas em todas as fases 

desse processo (ARAÚJO et al., 2011) e por diversas células, tais como 

fibroblastos, queratinócitos, macrófagos e neutrófilos (DIEGELMANN; EVANS, 

2004; WANG  et al., 2002; FUJIWARA et al., 2005). Neste sentido, um trabalho 

realizado por Silva et al. (2009) demonstrou que a lectina isolada das sementes da 

Canavalia brasiliensis influenciou a expressão de proteases com atividade 

colagenolítica, podendo, assim, interferir no processo cicatricial das feridas 

cutâneas em camundongos. 

O Óxido Nítrico (NO) é outro fator importante para o processo cicatricial, 

uma vez que ele atua como vasodilatador, antimicrobiano e promovendo a 

permeabilidade vascular (SONEJA et al., 2005; SOUZA-JUNIOR, 2012). Possui 

também efeito pró-inflamatório, atuando como quimioatrativo para citocinas como 

a Interleucina-1, um potente modulador da proliferação, recrutamento e 

diferenciação de queratinócitos, monócitos e neutrófilos, favorecendo a 

angiogênese e auxiliando a ativação de fibroblastos (SONEJA et al., 2005). 

Estudos indicam que durante a fase inflamatória as lectinas induzem a produção 

de óxido nítrico in vitro e in vivo por macrófagos (ANDRADE et al., 1999). Na fase 

inflamatória, iniciada de 1 a 3 dias após a injúria, os monócitos se diferenciam em 

macrófagos, importante componente celular para o processo de fagocitose, por 

sua ação sobre bactérias, no debridamento de corpos estranhos e 

desenvolvimento do tecido de granulação (OLIVEIRA; DIAS, 2012). Desta forma, a 
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ativação do sistema imunológico pode induzir a produção de NO pelos macrófagos 

e, consequentemente, agir de forma benéfica sobre o processo cicatricial. 

 

7. Conclusão 

Diante dos achados científicos evidenciou-se os riscos inerentes de feridas 

em indivíduos diabéticos e hipertensos, devido a uma ruptura dos eventos do 

processo cicatricial normal, podendo evoluir para uma ferida crônica e recorrente. 

Além disso, se destaca também, o crescente número de indivíduos com essas 

disfunções sistêmicas, aumentando as possibilidades do aparecimento de feridas 

de difícil cura e de altos gastos clínicos e hospitalares. As lectinas surgem como 

biomoléculas promissoras na estimulação/aceleração do processo cicatricial, pois 

apresentam atividades, como imunomodulação, proliferativa, angiogênica e 

citoprotetora etc, que podem ser eficazes na aceleração da cicatrização em feridas 

de difícil cura. Porém, estudos utilizando lectinas como cicatrizantes ainda são 

escassos, principalmente no que se refere a feridas de difícil cura. 
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6. CONCLUSÕES 

 Cramoll e HcXM aceleraram a cicatrização de feridas cutâneas em 

camundongos diabéticos tratados durante 12 dias, estimulando a síntese 

de colágeno tipo I na fase de remodelação; 

 Cramoll-HcXM funcionou como curativo tópico eficiente até o 7º dia de 

tratamento (fases inflamatória e proliferativa) de feridas cutâneas em 

camundongos diabéticos; 

 Cramoll atuou na imunomodulação (fase inflamatória) de feridas 

cutâneas em ratos espontaneamente hipertensos (SRH) e em SRH 

diabéticos, evitando edema e hiperemia exacerbados observados nos 

demais grupos; 

 Cramoll acelerou a cicatrização de feridas cutâneas em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) durante 14 dias; 

 Nos animais SHR diabéticos, no entanto, Cramoll mesmo não 

regenerando totalmente as feridas cutâneas aos 14 dias de tratamento 

promoveu reepitelização e queratinização, características não 

observadas nos demais grupos. 
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Cryptococcus gattii is one of the main causative agents of cryptococcosis in 

immunocompetent individuals. Treatment of the infection is based on the use of 

antimycotics, however, the toxicity of these drugs and the increase of drug-resistant 

strains have driven the search for more effective and less toxic therapies for 

cryptococcosis. pCramoll are isolectins purified from seeds of Cratylia mollis, a native 

forage plant from Brazil, which has become a versatile tool for biomedical application. 

We evaluated the effect of pCramoll alone and in combination with fluconazole for 

the treatment of mice infected with C. gatti. pCramoll alone or in combination with 

fluconazole increased the survival, reduced the morbidity and improved mice behavior 

i.e., neuropsychiatric state, motor behavior, autonomic function, muscle tone and 

strength and reflex/sensory function. These results were associated with (i) decreased 

pulmonary and cerebral fungal burden and (ii) increased inflammatory infiltrate and 

modulatory of IFNγ, IL-6, IL-10, and IL-17A cytokines in mice treated with pCramoll. 

Indeed, bone marrow-derived macrophages pulsed with pCramoll had increased ability 

to engulf C. gattii, with an enhanced production of reactive oxygen species and decrease 

of intracellular fungal proliferation. These findings point toward the use of pCramoll 

in combination with fluconazole as a viable, alternative therapy for cryptococcosis 

management. 
 

Keywords: cryptococcosis, immunomodulation, lectins, Cratylia mollis lectin, fluconazole, survival 
 

 

INTRODUCTION 

Cryptococcus gattii is a pathogenic fungus that affects mainly immunocompetent individuals.  

The desiccated yeasts and spores are inhaled and enter the body via the respiratory system,   

finally infecting the central nervous system (CNS) and causing meningo-encephalitis (Thompson 

et al., 2012), which frequently has a poor prognosis. Meningitis and meningo-encephalitis are 
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typical in HIV/AIDS and transplant-recipient patients, but also 

in apparently healthy individuals (Sharon et al., 2012). The main 

therapies for cryptococcosis treatment caused by C. gatti are 

fluconazole (antifungal azole) and amphotericin B (antifungal 

polyene; Santos et al., 2012; Reichert-Lima et al., 2016). 

Fluconazole is used in cases of pulmonary diseases with mild  

to moderate symptoms. In severe infections, amphotericin B is 

recommended (associated or not with 5-Flucytosine) followed by 

a prolonged therapy with fluconazole. Itraconazole, voriconazole, 

and other azoles are recommended when the use of fluconazole 

is contraindicated or ineffective (Perfect et al., 2010). Resistance 

against antifungals (Zhai et al., 2013) enhances clinical failures 

and increases morbidity and mortality (Ghannoum and Rice, 

1999). Furthermore, side effects due to the use of amphotericin B 

lead to dose-dependent nephrotoxicity frequently associated with 

increased mortality, requiring monitoring of the renal function of 

patients. Altogether, these findings increase the demand for new 

therapies against cryptococcosis. 

Previous studies have shown that lectins from plants may 

have immunomodulatory effects: augmented recruitment and 

activation of mononuclear and polymorphonuclear leukocytes, 

development of Th1, Th2, and Th17 response and stimulation  

of phagocytosis (da Silva and Correia, 2014). Cratylia mollis is 

a native forage plant endemic to the Semiarid Region of Brazil 

(Caatinga biome), and popularly known as camaratu bean. Four 

isolectins (Cramoll 1, 2, 3, and 4) can be purified from seeds of 

the plant. pCramoll (preparation containing isolectins 1 and 4) 

has binding sites for the specific recognition of glucose/mannose 

receptors and presents anthelmintic, antiprotozoal, antitumoral, 

healing, and immunomodulatory effects (Maciel et al., 2004; 

Melo et al., 2011; da Silva et al., 2014). Focusing on 

immunoregulatory properties, the aim of this study was to 

evaluate the immunomodulatory effect of pCramoll in a murine 

model of infection by C. gattii. Our results revealed that this lectin 

is able to increase survival, decrease fungal burden in organs and 

reduce the morbidity of cryptococcosis. 

 
MATERIALS AND METHODS 

pCramoll 
C. mollis seed extract (10% w/v prepared in 0.15 M NaCl) was 

fractionated using ammonium sulfate (40–60% w/v) and the 

fraction obtained was submitted to affinity chromatography in   

a Sephadex G-75. The pCramoll preparation was bioselectively 

eluted with 0.3 M of D-glucose in 0.15 M NaCl, dialyzed 

against 0.15 M NaCl for 24 h and subsequently lyophilized 

(Correia and Coelho, 1995) and diluted in PBS to analyze protein 

concentration, as determined by the BCA kit (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 

 

Phagocytosis Assay, Intracellular 
Proliferation Rate (IPR), Measurement of 
ROS, and NO Production by Macrophages 
Bone marrow cells were isolated as described previously 

(Weischenfeldt and Porse, 2008; de Souza et al., 2016). Femurs 

and tibias from mice were removed, disinfected by immersion 

in 70% ethanol and the ends of each bone  were  cut.  Both 

bones were flushed with 5 mL of cold RPMI 1640 (HyClone, 

LGC Biotecnologia) using a 5-mL syringe and a 25-gauge 

needle. The cell suspension was centrifuged for 5 min at 1,200 

rpm at 4
◦
C and washed once with cold RPMI. Then, bone 

marrow cells were counted using a hemocytometer and the 

concentration was adjusted to  2  × 10
6
  cells/mL  for  plating 

on tissue culture–treated petri dishes in BMM medium (RPMI 

supplemented with 30% L929 growth conditioning media, 20% 

bovine fetal serum [Gibco], 2  mM  glutamine  [Sigma],  25  

mM HEPES pH 72, 100 units/mL of penicillin-streptomycin 

[Life Technologies]). Fresh media were added every 48  h.  

Bone marrow–derived macrophages (BMDMs) were collected 

on day 7 and used for subsequent experiments. Under these 

conditions, macrophages/monocytes progenitors will proliferate 

and differentiate into a homogenous population of mature 

BMDMs, obtained >90% pure live macrophages (Zhang et al., 

2008; Bouwman et al., 2014; Bhattacharya et al., 2015; Heung 

and Hohl, 2016). For all analyses, the cells were infected with 

L27/01 yeasts cells (growth on Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

medium, for 48 h at 35
◦
C) opsonized with 10% murine serum  in 

RMPI suspension (0.4 × 10
6
 cells/mL), at the proportion of  5 

macrophages: 1 C. gattii, under cell treatment with 1 or 5 µM 

pCramoll and incubated for 3 or 24 h at 37
◦
C under 5% CO2. 

The phagocytic index was performed using 24-well plates and 

a single coverslip 13 mm in diameter. After 3 h, these coverslips 

containing adherent cells were removed, stained with Giemsa 

and the index was calculated as the percentage of cells with 

internalized C. gattii 24 h post-infection (Santos et al., 2014). 

Images from the phagocytosis assay were obtain using a Nikon 

COOLPIX 4500 camera coupled to a Nikon ECLIPSE E200 

microscope with 100 x of magnification and analyzed using the 

ImageJ Protocol (http://rsbweb.nih.gov/ij/); the cell area (average 

of 100 cells per coverslip) was measuring as described by Baviskar 

(2011). 

The intracellular proliferation rate (IPR) assay was performed 

as previously described (Ma et al., 2009) with modifications. Non- 

internalized yeast cells in the supernatant were taken from the 

wells  and the adherent phagocytes were  washed with  200  µL 

PBS. These macrophages were lysed at 3 and 24 h with 200 µL 
of cold, sterile, distilled water and incubated for 30 min, then 

100 µL was collected and plated on SDA medium, and the viable 

yeast cells were counted. The IPR was calculated as the quotient 

of the intracellular yeast cell numbers at 24 h  (the  point  in 

time which featured the maximum intracellular yeast number) 

and 3 h. 

The supernatant of phagocytosis assay was used for 

measurement  of  NO  production  using  the   Griess   assay. 

The nitrite concentration was quantified by extrapolation from  

a sodium nitrite standard curve, determined at 540 nm with a 

microplate reader (Benchmark Plus, Bio-Rad, CA, US). 

Macrophages/well in RPMI-1640 without phenol red (Sigma- 

Aldrich) were also infected with C. gatti (same conditions that 

phagocytosis assay), and the supernatant was used for ROS 

quantification using 2-7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH- 

DA; Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) was used 

and the fluorescence was measured with a fluorometer (Synergy 2 
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SL Luminescence Microplate Reader; Biotek) the positive control 

was hydrogen peroxide at 10 µM (Ferreira et al., 2013). 

 

Effect of pCramoll and Fluconazole in the 
Cryptococcus gattii Infection Model 
The protocol of the animal studies was approved by the Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) at the Universidade Federal 

de Minas Gerais (Protocol 310/2014). All mice were housed in 

clean cages, with food and water ad libitum. The controlled 

environment was set to a 12 h light/dark cycle at 23
◦
C. Mice 

C57BL/6, 5–6 weeks old (n = 6/group) were anesthetized by 

intraperitoneal (i.p.) injection of ketamine hydrochloride (60 

mg.kg
−1

) and xylazine (10 mg.kg
−1

) in PBS, and then inoculated 

by an intratracheal infection with 30 µL of 10
4
  CFU/animal  of 

C. gattii, L27/01 strain. Intratracheal infection with the C. gattii 

L27/01 strain (GVII molecular type) has been previously shown 

in other works (Santos et al., 2014; Ferreira et al., 2015). 

Initially, infected mice were intraperitoneally (i.p.) treated 

every 10 days with 1, 250, or 500 µg of lectin alone (the first 

dose was administered 1 day before  intratracheal  infection). 

For the group treated with the combination fluconazole (20 

mg.kg
−1

) and pCramoll at 1, 250, or 500 µg (the fluconazole 

was daily administered and every 10 days the association was 

used), or the mice were treated daily with fluconazole alone (20 

mg.kg
−1

) for survival monitoring. The untreated group (NT), 

and not infected group (NI) were inoculated with PBS. All 

animals were monitored twice daily for survival and behavior 

parameter analysis (SHIRPA protocol). The SHIRPA protocol 

analyzes the behavioral and functional assessment of neurological 

diseases (Rogers et al., 1997). The tasks are grouped into five 

functional categories: neuropsychiatric state, motor behavior, 

autonomic function, muscle tone and strength, and reflex and 

sensory function (Santos et al., 2014; Costa et al., 2016). All mice 

were examined daily and the score for each functional category 

was calculated as the total of the evaluated parameters according 

to Lackner et al. (2006) and Pedroso et al. (2010) using the 

EpiData 3.1 software. The Table S1 describes all the parameters 

analyzed in the SHIRPA protocol. 

Furthermore, other groups of mice were i.t. infected and 

treated with pCramoll at 1 µg per mouse  (the  concentration 

that provided the best results in the survival curve), combined  

or not with fluconazole  to  obtain  lungs  and  brain  at  15  or 

35 days post-infection  (d.p.i). The animals were  euthanized by 

cervical dislocation under anesthesia. The lungs and brain were 

removed for determining the colony-forming units (CFU) as 

described previously (Santos et al., 2014). For this, the organs 

were homogenized with sterile PBS and plated in SDA medium. 

Specifically, 100 or 50 mg of lung tissue was  homogenized 

with 1 or 0.5 mL of extraction solution of protein, containing 

PBS (pH 7.0) and anti-proteases (0.1 mM PMSF, 0.1 mM 

benzethonium chloride, 10 mM EDTA, 20 Kallikrein inhibitor 

units of aprotinin A, all purchased from Sigma-Aldrich and 

0.05% tween 20). The samples were centrifuged for 10 min at 

3,000 × g, at 4
◦
C and the supernatant was frozen at −20

◦
C and 

utilized for cytokine analysis. The levels of IL-10 and IL-6 were 

determined using commercially available antibodies according 

to the manufacturer’s instructions (R&B Systems, Minneapolis, 

MN, USA) and the levels of IFN-γ and IL-17A were measured 

by cytometric bead array (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Also, the bronchoalveolar lavage fluid (BAL) was obtained and 

centrifuged at 1,200 rpm for 5 min at 4
◦
C. The cell pellet was 

suspended in 3% albumin solution (100 µl). A 10 ul aliquot     

of albumin solution containing the cells washed was diluted in 

10 uL of Türck for cell count totals in a Neubauer chamber  

with an optical microscope at 40x magnification. For differential 

counts, smears were made in cellspin (CT-2000, CIENTEC), 

stained using the Giemsa  method  and  cells  were  quantified 

by morphological criteria for the distinction of cellular types 

(mononuclear and polymorphonuclear) and the results were 

grouped according to the percent content of these two cells type 

(Maxeiner et al., 2007). 

Myeloperoxidase (MPO) and 
N-Acetylglucosaminidase (NAG) Activities 
The infiltration of neutrophil in the lungs was indirectly 

measured by the assay of myeloperoxidase activity (MPO) 

according to Costa  et  al.  (2016),  by  measuring  the  change  

in optical density (OD) using 3,3
′
,5,5

′
-Tetramethylbenzidine 

(TMB) (Sigma-Aldrich). The absorbance reading was taken at 

450 nm  in  a  spectrophotometer.  For N-acetylglucosaminidase 

activity         (NAG),         2,24mMp-nitrophenyl-N-acetyl-β-D- 

glicosaminide  (Sigma-Aldrich)  was  used  and  absorbance  

was determined at 400 nm (Baltazar et al., 2014). 

Histopathology 
The lungs were removed during necropsy and immediately fixed 

in buffered 10% formalin (v/v). The tissue was embedded in 

paraffin, and the sections were stained with hematoxylin and 

eosin (Sigma) and examined under light microscopy. 

Statistical Analysis 
Statistical analysis of all data were performed using GraphPad 

Prism version 5.0 with p < 0.05 considered significant. The 

survival curve was plotted by Kaplan-Meier analysis and the 

results were analyzed using the log rank test, for behavior 

parameters the area under the curve was analyzed. Also, the 

results of the phagocytosis assay, IPR, measurement of ROS and 

NO production by macrophages, MPO and NAG activity, and 

quantification of cytokines were analyzed by analysis of variance 

(ANOVA) followed by Dunn’s Multiple Comparison Test and the 

Student’s t-test. 

 

RESULTS 

Preliminary Tests of Toxicity and Antifungal 
Activity of pCramoll 
Previously, the pCramoll toxicity analysis in Caenorhabditis 

elegans model was performed complementarily. Non-toxicity was 

verified in these worms (data not shown) and confirms the non- 

cytotoxicity of the pCramoll concentration used in this study 

and published previously by da Silva et al. (2014). Subsequently, 

we investigated the antifungal activity of pCramoll against C. 

gattii by screening and determining the minimum inhibitory 
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concentration (MIC). Neither of the concentrations tested (0.93– 

120 µg/mL) were able to inhibit fungal growth (data not shown). 

Indeed, no interaction between pCramoll and fluconazole was 
obtained by the checkerboard test (data not shown). 

 

pCramoll Increases Phagocytosis and 
Fungicidal Activity of Bone 
Marrow-Derived Macrophages (BMDM) 
pCramoll at 1 µM increased the phagocytic index after 3 h of 

incubation (Figure 1A), compared with the untreated group. At 

the same time, the levels of ROS were increased in the presence 

of pCramoll at 1 and 5 µM, both for infected and uninfected 

macrophages (Figure 1B), especially with pCramoll at 1 µM 

with significant increase in the production of nitrosative species 

(Figure 1C). This increase in ROS levels was associated with a 

reduced IPR (Figure 1D). Another interesting observation was 

the presence of macrophage aggregates, vacuoles and increased 

expansion of the cells (area) in the presence of increasing 

concentration of pCramoll (Figure 1E). Bone marrow-derived 

macrophages stimulated with pCramoll at 1 and 5 µM showed, 

3 h post-incubation, 0.080 and 0.197 µm
2
 of area, respectively, 

while at 24 h: 0.214 and 0.483 µm
2
, respectively. There was   an 

increase of up to 5× in cell area compared with untreated 

macrophages infected with C. gattii after 3 h and to 7× after 24 h 

of incubation (Figure 1F). 
 

pCramoll and Fluconazole Increase the 
Survival and Improve the Behavior of 
Animals Infected with C. gattii 
An increase in survival of animals treated with pCramoll was 

observed. The untreated group (NT) showed a median survival 

(MS) of 20 days (Figure 2A), while the MS for groups treated 

with the lectin at 500, 250, and 1 µg, were 30.5 (p < 0.05; data not 

shown), 30 (p < 0.01; data not shown) and 29.5 (p < 0.01) days 
(Figure 2A), respectively, an increase of 50% (approximately) for 

all doses tested, and an independent dose response.  pCramoll  

at 500, 250, and 1 µg was also tested in uninfected animals   

and no change in the survival/behavior of animals compared    

to  NI  mice  was  found  (data  not  shown).  When  combined 

with fluconazole, the influence of lectins on survival was dose 

dependent. The group treated with fluconazole alone showed an 

MS of 46 days, while the groups where pCramoll was combined 

with the antifungal demonstrated a MS of 51 days for 500 µg  

of pCramoll (data not shown), 58 days for 250 µg of pCramoll 

(data not shown) and 62 days for 1 µg of pCramoll (p < 0.05; 

Figure 2A). Based on these results, the dose of 1 µg of pCramoll 

combined or not with fluconazole was used in the further 

experiments. Indeed, the cellular polysaccharide extracted from 

strain L27/01 (PSC) of C. gattii was associated with pCramoll and 

fluconazole, and were tested in our model. The administration of 

PSC only hurried the death of infected animals (MS of 17 days), 

compared to the NT group (20 days). The same was observed 

where PSC was associated with pCramoll and fluconazole (MS 

of 43 days), compared to the FCZ-treated group (MS of 46 

days), where the animals had previously succumbed (data not 

shown). 

The behavior analysis of basic functions such as sensory- 

reflex (Figure 2B), muscle tone and strength (Figure 2C) 

demonstrated improved behavior by day 20 post-infection  

when animals were treated with pCramoll, fluconazole and the 

combination compared to the untreated group (NT). Moreover, 

the combination is significantly more efficient than fluconazole 

alone (p < 0.05). A similar behavioral profile was observed for 

parameters involved in the neuropsychiatric state (Figure 2D) 

and body weight (Figure 2E), which improved by day 22 day 

post-infection (p < 0.05) for all the treated groups, but with 

better performance for groups treated with the combination (p < 

0.05). There was no difference between the treated and untreated 

groups for motor behavior (Figure 2F). Finally, as shown in 

Figure 2G, autonomic function was only improved when the 

combination was used (p < 0.05). 

 

The Combination pCramoll + Fluconazole  

Reduces Fungal Burden and Increases 
Inflammatory Response 
All the treatments reduced the fungal burden  in  the  lungs  

after 15 dpi. At 35 days post infection, fluconazole combined 

with pCramoll was better than fluconazole alone in reducing 

pulmonary fungal burden (p < 0.05; Figure 3A). In brain tissue, 

only the use of fluconazole reduced the fungal burden after      

15 dpi (Figure 3B), however, the combination (fluconazole + 
pCramoll) was able to reduce cerebral fungal burden significantly 

when compared with fluconazole alone after 35 dpi (p < 0.05). 

Histological analysis of lung tissue from untreated infected mice 

at 15 dpi showed numerous yeasts in the pulmonary parenchyma, 

mild perivascular infiltrate and alveolar thickening. Moderate to 

intense perivascular inflammation was observed in lung tissue 

from pCramoll, and pCramoll + fluconazole groups. Lungs from 

treated groups showed less yeast in alveolar space than the 

untreated group (Figure 3C). 

Regarding the inflammatory infiltrate in the bronchoalveolar 

lavage fluid (Figure 4A), we verified a predominance of 

mononuclear cells for all groups except the one treated with   

the combination, for which there was a balance between 

mononuclear and polymorphonuclear  cells,  at  both  15  and  

35 dpi (Figure 4B). Additionally, MPO (Figure 4C) and NAG 

(Figure 4D) activities were performed in order to confirm the 

presence of neutrophils and macrophages, respectively, where the 

combination demonstrated higher activities of both enzymes at 

15 dpi. 

The levels of IFN-γ (Figure 4E) were higher for the group 

treated with the combination at 35 dpi. The levels of IL-6 

(Figure 4F) and IL-10 (Figure 4G) were augmented in the NT 

group. An increase in IL-17A (Figure 4H) was verified for the 

combination and for fluconazole alone at 15 dpi. 

 
DISCUSSION 

We observed complementarily that pCramoll did not show 

toxicity in the C. elegans model, corroborating previously 

published in vitro cytotoxicity data in mammalian cells (Melo  

et al., 2010, 2011; da Silva et al., 2015). In addition, pCramoll 
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FIGURE 1  |  Immunomodulatory  and  fungicidal  effect of pCramoll  in murine  bone  marrow  macrophages  infected with Cryptococcus  gattii. (A) After 3 h    

of incubation, the phagocytic index increased under pCramoll treatment to 1 µM; (B) After 3 h of incubation, treatment with pCramoll enhances ROS production in 

macrophages infected with C. gattii, in a concentration-dependent manner. (C) Oxide Nitric production after 3 h after incubation; (D) Intracellular Proliferation Rate 

after 24 h of incubation; (E) Macrophage morphology after 24 h of incubation with C. gattii, showing C. gattii phagocytosis (arrows). Cell cultures were observed under 

100 × optical zoom and 10 fields per coverslip. (F) Area of macrophages stimulated with lectins and subsequently infected with C. gatti. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 

0.005 (Difference between treatment groups and infected control); 8, Uninfected macrophages, 8Cg, C. gattii-infected macrophages; 8pC, Uninfected macrophages 

treated with pCramoll; C+ 10 µM Hydrogen peroxide. Data represent the means ± SE from two independent experiments consisting of ten replicate assays. 
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FIGURE 2  |  Survival curve and behavioral profile evaluation of mice infected with Crytococcus gattii  and subjected to different treatments. (A) Six mice        

per group were inoculated with 104 cells of L27/01 strain by intratracheal line inoculation and treated with fluconazole at 20 mg.kg−1 (FCZ), pCramoll at 1 ug (pC1), or 

the combination (pC1 + FCZ). Animals treated by pC1 + FCZ had an average increase of over 34.8% in survival compared to those treated with FCZ alone *p < 0.05. 

(B–G) Five animals per group were submitted to the SHIRPA Protocol. There was no behavioral difference between uninfected mice (NI) and those treated with pC1 

alone, which did also not influence the survival of mice. Untreated mice (NT); *p <0.05; **p < 0.001 (difference when compared to NI); +p < 0.5; ++p < 0.001 

(difference when compared to NT); #p < 0.05 (difference between FCZ and combination). Data represent the means ± SE from three independent experiments. 

 
 

did not present antimicrobial action against C.  gatti,  an  

activity  rarely  found  in  the  legume  lectin  domain  (Dias     

et al., 2015). However, a few studies have shown the 

immunomodulatory potential of plant lectins to combat bacterial 

and fungal infections (Alegre-Maller et al., 2014), in this 

context pCramoll influences the inflammatory responses against 

C. gatti. 

pCramoll increased the phagocytosis of C. gattii and the 

production of ROS and NO, augmenting the fungicidal activity 

of macrophages. Furthermore, this effect was observed in the 

cellular morphology of infected macrophages. Previously, the 

immunoregulatory influence of pCramoll has been portrayed, 

showing increased phagocytosis of S. aureus, as well as 

enhancement of NO, ROS, and pro-inflammatory cytokines 
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(da Silva et al., 2014). Phagocytosis is  the  main  mechanism 

for fungal elimination (Leopold et al., 2016), and is associated 

with increased survival of infected animals. Artin M (another 

mannose-specific lectin, like pCramoll) demonstred that 

phagocytosis was also the mechanism responsible for Candida 

albicans elimination, reducing the fungal burden in target organs 

and increasing animal survival (Loyola et al., 2012). 

The murine model used in this study mimics the natural route 

of infection by C. gattii, as confirmed by the results of fungal 

burden and alterations in histopathology and behavior. pCramoll 

alone, as well as when combined with fluconazole, enhanced 

the survival of animals and improved the behavioral alterations 

caused by neuro-cryptococcosis. pCramoll in association with 

fluconazole decreased distinct alterations in related parameters, 

such as sensory-reflex function, the neuropsychiatric state, 

muscle tone, and strength, as well as body weight. In the course 

of the disease, these clinical manifestations are determinants for 

neurological sequelae and death (Chen et al., 2012). 

The pCramoll and fluconazole treatments decreased CFU in 

the lungs, at 15 dpi. Not only does this association enable a 

significant reduction in CFU, it is also more effective than the 

use of fluconazole alone in treating pulmonary cryptococcosis. 

Although yeasts were recovered from the brain of animals treated 

with the combination, they were not found in animals treated 

only with fluconazole. This may be due to pCramoll not crossing 

the blood-brain barrier (Patricio et al., 2011) and not directly 

acting on the CNS. Meanwhile, fluconazole was present at higher 

concentration in the CNS after 14 days of use, reducing CFU   

in the brain (Mendes et al., 2010). Furthermore, pCramoll also 

stimulates C. gattii phagocytosis, increasing the early combat  

of the pathogen in the lungs. However, some yeasts have the 

capacity to survive in phagolysosomes, enabling transmigration 

of the fungus (Charlier et al., 2009). This phenomenon reduces 

fungal permanence in lung tissue, inhibiting strategies of fungal 

adaptation, avoiding cellular modification which inhibit the 

phagocytosis, and more virulent growth, like giant, fluconazole- 

resistant cells (Kronstad et al., 2011). 

Interestingly, 35 days post-infection, there was a significant 

decrease in CFU in the lungs and brain  in  animals  treated  

with the combination compared to the use of fluconazole alone. 

Ongoing use of the combination resulted in better neurological 

and behavioral conditions. This therapeutic characteristic is very 

important because previous studies have demonstrated that most 

patients infected with C. gattii presented CNS cryptococcosis, 

especially with meningitis 64–76% (Chen et al., 2000, 2012). The 

reduced number of yeasts in the brain improves the general 

conditions of mice, as confirmed by the results shown in the 

survival curve. 

Infections with C. gattii leads to suppression of the host’s 

immune responses, including decreased leukocyte recruitment 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

analyzed at 15 and 35 dpi: (A,B) Colony-forming Units (CFU) recovered from brain and lungs, respectively, at 15 and 35 days post infection; (C) Histological sections 

moderate inflammation. Uninfected animals (NI), infected untreated control (NT), groups treated with pCramoll at 1 µg (pC1), Fluconazole (FCZ), ND (not recovered 
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FIGURE 4  |  Inflammatory response  of pCramoll  in combination  with fluconazole  in Cryptococcus  gattii-infected mice, analyzed at 15 and 35 dpi:  (A,B)   

Total and differential count of leukocytes (neutrophils and mononuclear cells) in the bronchoalveolar lavage, respectively; at 15 and 35 days after infection; (C,D) 

Myeloperoxidase and N-acetylglucosaminidase activities in lungs of infected animals; (E–H) Levels of cytokines IFN-γ, IL-6, IL-10, and IL-17A in lungs. Uninfected 

animals (NI), infected untreated control (NT), groups treated with pCramoll at 1 µg (pC1), Fluconazole (FCZ), *p < 0.05; **p < 0.01 (difference between treated groups 

and NT); #p < 0.05 (difference when comparing treated groups); ###p < 0.005 (difference between FCZ alone and combination, at 35 dpi); +p < 0.5 (difference 

between 15 dpi and 35 dpi). Data represent the means ± SE from three independent experiments consisting of triplicate assays. 

 
 

and pro-inflammatory cytokine production (Wright et al., 2002; 

Leopold et al., 2016). On the other hand, the therapy tested in this 

work has shown that, at 15 dpi, the animals treated with pCramoll 

alone increase leukocyte migration with a predominance of 

monocytes to macrophages contained in the BAL, although with 

less expression of inflammatory cytokines IFN-γ, IL-4, and TNF- 

α in the lungs (data not shown). The recruitment of these cells 

and their presence in the inflammatory response are crucial for 

immunological responses and pathogen depletion, mainly by 

phagocytosis (Melo et al., 2010). 

At 15 dpi, when pCramoll was combined with fluconazole, 

despite the large inflammatory infiltrate, the leukocyte content 

was balanced (neutrophils and macrophages), with lower Th1 

cytokine expression (IFN-γ) as well as IL-10 auto-regulator. 

http://www.frontiersin.org/cellular_and_infection_microbiology
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/cellular_and_infection_microbiology/archive


Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org May 2017 | Volume 7 | Article 211 

173  

 

 

This is very important because the highly detrimental effect of 

IL-10 in cryptococcal infection models, as shown in NT mice, 

plays a major role in downregulating cryptococcal clearance 

(Olszewski et al., 2014). The same way  as  at  15  dpi,  the  

high IL-17A production was observed for the combination.  

This inflammatory profile is not limited to the  Th1/Th2  

balance polarization against the infection, this response has been 

credited to IL-17A cytokine, which is known to have a role in 

cellular recruitment (Kolls and Lindén, 2004; Steinman, 2007) 

and contribute to anti-cryptococcal protection (Voelz et al., 

2009). 

Up  to  35  dpi,  an  increase  of  IFN-γ was  observed  in the 

lungs of mice treated with the combination, followed by IL- 

17A production, however with lower inflammatory infiltrate 

compared to the fluconazole group. The early decrease of IL-  

10 as seen in the groups treated with pC and their combination 

enhances IFN-γ and IL-17A effector responses and promotes 

fungal clearance in mice with cryptococcal lung infection 

(Murdock et al., 2014a). Previous studies have shown that 

pCramoll lectin stimulates Th17- and modulate the Th1-type 

cytokines production (Oliveira et al., 2013). The influence of the 

Th17 pathway in resistance to fungal pathology is a prospective 

finding in experimental Arpergilosis and Candidiasis studies 

(Romani and Puccett, 2006; Zelante et al., 2009), while the   

role of Th1-type cytokines has also been demonstrated (Voelz  

et al., 2009; Gibson and Johnston, 2015). Moreover, the moderate 

inflammation is fundamental to the mechanism of tissue repair, 

associated with antifungal pathways, as seen in associated 

response mechanisms of IL17/IL10 cytokines (Zizzo and Cohen, 

2013; Murdock et al., 2014b). Lower/moderate inflammation 

contributes to better neurological conditions. 

Therefore, pCramoll is an immunomodulatory lectin without 

antifungal activity but its combination with fluconazole increases 

the survival of animals with cryptococosis, improving aspects of 

morbidity present in disease progression. 

CONCLUSION 

Immunotherapy with lectins in the treatment of cryptococcosis 

has not been reported, making this work pioneering. The 

immunoregulatory effect of pCramoll  increases  the  survival  

of animals and improves clinical signs. Combination with 

fluconazole was able to reduce fungal  burden  in  the  lungs  

and brain of infected animals, increase C. gattii phagocytosis 

and produce higher levels of ROS. As such, the combination 

thereby represents a promising alternative in the treatment of 

cryptococcosis. 
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