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RESUMO

Um organismo imunocomprometido tem dificuldade de restabelecimento apds uma injaria.
Sementes da lectina de Cratylia mollis, experimentalmente chamada Cramoll 1,4, foi
usada no tratamento de feridas cutaneas em camundongos normais e imunodeprimidos,
com o objetivo de desenvolver uma terapia que pudesse superar a condicao
imunodeprimida do organismo. A droga imunossupressora utilizada foi Metotrexato (0.8
mg/kg/semana). Feridas cirdrgicas (1 cm de diametro) foram produzidas em
camundongos fémeas normais e imunodeprimidas. As lesdes foram tratadas com
administracao topica (T) e intraperitoneal (Ip), como segue: grupos controle — NaCl T,
NaCl Ip; NaCl Immunod T e NaCl Immunod Ip (0,15 M NacCl) e grupos tratados — Cramoll
T; Cramoll Ip; Cramoll Immunod T e Cramoll Immunod Ip (10 pg,ml* Cramoll 1,4).
Parametros como edema, hiperemia, crosta, tecidos de granulacdo e cicatricial como
também a contracdo das feridas foi analisada por 12 dias. O edema foi pouco observado
nos grupos Cramoll Ip e Cramoll Immunod Ip, a hiperemia se mostrou em grande parte
palida em todos os grupos. O infiltrado inflamatério, proliferacdo de fibroblastos e
deposicao de fibras colagenas foram observados com maior intensidade em todas as
feridas tratadas com a Cramoll, especialmente o grupo Cramoll T. Estes ultimos aspectos
favoreceram um excelente fechamento e reparo das lesdes tratadas com a Cramoll 1,4.
Nos animais experimentais o fechamento de todas as lesdes foi observado no dia 10 para
0 grupo Cramoll Immunod Ip e dia 11 para os grupos Cramoll T, Cramoll Ip e Cramoll
Immunod T. Os grupos controle obtiveram fechamento das feridas no dia 12 para o grupo
NaCl Immunod T e 90% dos grupos NaCl T, NaCl Ip e NaCl Immunod Ip. De acordo com
0s resultados obtidos, conclui-se que animais sadios ou imunocomprometidos tratados

com Cramoll 1,4 tém suas lesdes eficientemente reparadas e em menor tempo.

Palavras-chave: Cratylia mollis, lectina, imunodepressao, feridas.



ABSTRACT

An immunocompromised organism has difficulty for re-establish after any injury. Cratylia
mollis seed lectin, experimental called Cramoll 1,4, was used as a treatment of normal and
immunocompromised cutaneous wounds of mice, with the aim to develop therapeutics that
surpass immunosuppression condition of the organism. Methotrexate (0.8 mg/kg/week)
was used as the immunosuppressive drug. Surgical wounds (1 cm of diameter) were
produced aseptically in health and immunocompromised female mice. The wounds were
daily treated with topical (T) and intraperitoneal (Ip) administration, as follows: control
groups — NaCl T; NaCl Ip; NaCl Immunod T and NaCl Immunod Ip (0.15 M NaCl) and
treated groups — Cramoll T; Cramoll Ip; Cramoll Immunod T and Cramoll Immunod Ip (10
pug.mli* Cramoll 1,4). Parameters such as edema, hiperemy, scab, granulation and
cicatricial tissues as well as contraction of wounds were analyzed for 12 days. The edema
was less observed on Cramoll Ip and Cramoll Immunod Ip groups; hiperemy showed pale
at all groups. Inflammatory infiltrate, fibroblast proliferation and collagen fiber deposition
were observed with higher intensity on all Cramoll treated wounds, especially on Cramoll T
group. The latter aspects favored an excellent closing and repair of lesions treated with
Cramoll 1,4. In experimental mice, closing of all injuries was obtained in day 10 for
Cramoll Immunod Ip and day 11 for Cramoll T, Cramoll Ip and Cramoll Immunod T groups.
The control groups had wounds closed in day 12 for NaCl Immunod T group and 90% of
NaCl T, NaCl Ip and NaCl Immunod Ip groups. In accordance with examined aspects,
normal or immunocompromised animals treated with Cramoll 1,4 had injuries efficiently

repaired, in less time.

Word-keys: Cratylia mollis, lectin, immunodepression, wounds.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lesdes

As lesbes de pele podem ser classificadas de acordo com o processo de reparo, ou
seja, como feridas fechadas (de primeira intencao) ou abertas (de segunda intengao). As
feridas de primeira intencdo (figura 01) sdao bastante difundidas na area de clinica
cirargica e consistem em uma incisdo de determinada area do corpo causando a morte de
um numero limitado de células e cujas bordas sdo aproximadas através de sutura

cirargica (MOULIN et al., 2000).

Figura 01: Representacao de ferida tratada por primeira intengdo. a — ferida incisa com
bordas regulares sem perda tecidual e b — ferida com as bordas fechadas através de
suturada com fio cirurgico.
Fonte: LOMBA, (2002).
Nas feridas de segunda intencao (figura 02) ocorre perda de parte do tecido na area
da lesdo, ha um grande numero de células mortas, ha a ruptura de muitos vasos
sanguineos locais e ndo ha possibilidade de aproximacao das bordas (ROBBINS et al.,
2000). As feridas abertas apresentam problemas clinicos inteiramente diferentes das
feridas incisadas e suturadas, como fibrose ou contracéo excessiva (WONG et al., 2002)
e estdo mais sujeitas a infeccao local (BACILA, 2003).
As feridas cutaneas se revestem de importancia em funcao da alta frequéncia, do

sofrimento que produzem, da proliferagéo bacteriana verificada em expressivo numero de
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casos, e também do elevado custo dos tratamentos usualmente ministrados (RIBEIRO e
SCHMIDT, 2000).

O processo de reparo existe para restaurar a integridade anatdmica e funcional do
tecido, sendo a cura de uma ferida uma sucessdo complexa de eventos bioquimicos e
celulares em resposta a les&o tecidual. Para que um ferimento seja curado com éxito, os
eventos devem se suceder numa sequéncia apropriada, e o resultado final, geralmente
uma cicatriz de tecido conjuntivo, configura o somatério desse processo (CARVALHO,
2002). Assim, se a ferida constitui a solu¢do de continuidade anatomo-fisiologica da area
lesada, a cicatriz corresponde a tentativa biolégica a qual o organismo recorre para
restaurar sua integridade (PILCHER et al., 1999). Essa tentativa denomina-se processo
cicatricial e se divide didaticamente em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de
maturagéo (COELHO, 1998; SCHAFFER e BARBUL, 1998). Tais fases ndo constituem
processos isolados, e com frequéncia sobrepdem-se umas as outras (MARQUES, 2002;

FALCAO, 1999; COELHO, 1998).

Figura 02: Representagao de feridas tratadas por segunda intengao.
Fonte: MELO (2003).

1.2 Processo Cicatricial

A cicatrizacado das feridas segue uma resposta complexa e organizada apés uma

lesdo tecidual e perda da integridade (SPENCE E WONG, 1997). Essa resposta
13
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compreende uma série de eventos biolégicos que comegam com a coagulagéo e findam
com a remodelagéao tecidual local (CALVIN, 1998; HUNT e HOPF, 1997; ROBSON, 1997;
ROBINS, 2002; WONG et al., 2002). Cada fase da cicatrizacdo apresenta aspectos e
eventos caracteristicos, sem os quais o processo pode n&o evoluir (ARAUJO et al., 1998).
Embora sejam sucessivas e sobrepostas na clinica, didaticamente as fases do processo
cicatricial sdo subdivididas em trés: Fase Inflamatoria, Fase Proliferativa e Fase de
Maturacgao.

A fase inflamatoria inicia-se logo apods a leséo e é caracterizada pela vasoconstricao
mediada por fatores neurogénicos e quimicos durante um periodo de segundos a minutos
e, em seguida, pela vasodilatagéo local que, por aumentar a permeabilidade vascular, da
vazéo ao afluxo de sangue na area, proteinas séricas, fatores de coagulacéo e plaquetas.
Estas plaquetas ao serem ativadas, iniciam o processo de coagulagdo e liberam
substancias como: fatores de crescimento, fibrinogénio e fibronectina, que promovem a
migracéo de células para a ferida (ROBINS, 2002; PILCHER et al., 1999).

O aumento do liquido extravascular, caracterizado pela elevacdo da pressao
oncotica na area da lesido, é denominado edema e sua aparéncia clinica é o “inchaco” ou
tumor. Além do tumor, observa-se uma ruborizagdo e aumento da temperatura na leséo,
que séo caracterizados pelo intenso metabolismo local (CALVIN, 1998). Um outro sintoma
observado na fase inflamatoria € a dor, ocasionada pela sensibilizagcao das terminacoes
nervosas locais pelas citocinas tipicas desse estagio de reparo (GRINNELL, 2003).

Os neutréfilos aderem ao local da lesdo poucas horas apds a injuria, através de
quimiotaxia por mediadores liberados por plaquetas, células pertencentes ao sistema
imune, microrganismos ou pela ativacdo do complemento (PARK e BARBUL, 2004;
SZPADERSKA e DIPIETRO, 2005). Depois de 1 ou 2 dias, mondcitos teciduais entram no
local da lesédo e se diferenciam em macréfagos. No sitio do foco inflamatorio, netréfilos e

macrofagos se acumulam e tornam-se ativos. Essas células Polimorfonucleares (PMNSs)

14
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atuam fagocitando os restos celulares, a fibrina remanescente, a MEC (Matriz
Extracelular) danificada e possiveis microrganismos patdégenos oportunistas que infectam
a area da lesdo. Na verdade essas células imunes exercem um papel fundamental na
transicao entre o processo inflamatério e a fase de fibroplasia, uma vez que possuem
fatores de crescimento que atraem fibroblastos para a ferida e estimulam a sua
proliferagédo e posterior sintese de colageno (WERNER e GROSE, 2003).

Outros mediadores bioquimicos, representados na Tabela 1, sao identificados
nessa fase, como a leucotaxina, bradicinina, prostaglandinas, e as interleucinas IL-1 e IL-
2 (STEED, 1997; DANTAS, 2000).

A duragédo do estagio inflamatorio depende de varios fatores, como a intensidade da
contaminagao, a extenséo do tecido lesado e a presenga de infecgdo. O prolongamento
dessa fase influencia a fase de fibroplasia, e assim, quanto mais prolongado o estagio
inflamatério, mais tardiamente comeca a deposigéo dos fibroblastos na regido (ARAUJO
et al., 1998).

Tabela 1. Mediadores bioquimicos e fatores de crescimento envolvidos no processo
cicatricial (sigla), fonte de origem e forma de atividade bioldgica

FATOR DE CRESCIMENTO FONTE EFEITO
Principalmente
Histamina mast(?c[tos, Aumentar a permeabilidade capilar.
granuldcitos e
plaquetas
Aumentar a permeabilidade capilar,
Serotonina Plaquetas acao efémera e mais potente que a
histamina.
Acéo duradoura sobre a
. Degradacéo enzimatica permeabilidade capilar substituindo a
Leucotaxinas . . : :
da albumina histamina e serotonina. Talvez

quimiotaxica para leucécitos.

Acdo da calicreina Acao sobre a permeabilidade capilar,

Bradicinina sobre a a-2-alobulina mediador dos quatro sinais cardeais
o-2-g da inflamacao.
Proteases Plaquetas Ativam a via alterna do complemento

15
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Prostaglandinas e
tromboxanas A2
(PGD-2, PGH-2, PGF-2,
PGI-2)

Adenosina difosfato (ADP)

Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF)

Fator de Crescimento
Transformante o
(TGF-a)

Fator de Crescimento
Transformante 1 e 2
(TGF-Bl e B2)

Fator de Crescimento de
Queratinécitos (KGF)

Interleucina la e B

Fator de Necrose Tumoral-
o (TNF-a)

Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas
(PDGF)

Isoformas AA, AB e BB

Fator de Cicatrizagdo
Derivado das Plaquetas
(PDWHF)

Interleucina 1(IL-1)

Interleucina 2 (IL-2)

Cascata de ativagao
iniciada pela
agregacao plaquetaria

Plaquetas

Células epidérmicas e
plaquetas

Plaquetas

Plaquetas, linfécitos e
macrofagos

Fibroblastos presentes
na derme

Neutrdfilos

Macroéfago ativado e
Neutrofilos

Plaquetas, mondcitos e
células endoteliais

Plaquetas

Macrofagos

Linfécitos-T

Sao os mediadores bioquimicos mais
importantes da cicatrizagdo, pois
atuam em todas as fases de maneira
efetiva.

Aumenta a agregagao plaquetaria.

Tem acdo mitogénica para células
epidérmicas e fibroblastos, aumenta a
sintese de fibronectina,
glicosaminoglicanos e colageno pelos
fibroblastos.

Tem sequiéncia homoéloga ao EGF.
Acelera a reepitelizagdo e formacao
de tecido conectivo.

Quimiotaxia de fibroblastos e

macrofagos; sintese da  matriz
extracelular (colageno e
proteoglicanos); secregao de

inibidores de protease.
Proliferacao de queratinécitos.

Ativa a expressao do fator de
crescimento em macrofagos,
queratindcitos e fibroblastos.

Aumenta a resposta inflamatéria, &
quimiotaxico para células endoteliais,
estimula replicacdo de fibroblastos e
estimula a angiogénese. Ativa a
expressao do fator de crescimento
em macrofagos.

Estimula a divisdo celular; ¢é
quimiotaxico para fibroblastos e
células musculares lisas; age

sinergicamente com outros fatores de
crescimento; estimula a formacao do
tecido de granulacédo e aumenta a
producéo de colageno.

Acelera a formagao do tecido de
granulacao e a epitelizagao.

Mitogénica para fibroblastos,
estimulagdo da  produgcdo de
prostaglandinas e de proteinas no
tecido de granulagdo, induz as
células T-helper a secretarem IL-2.

Inicia a proliferacao dos linfocitos-T e
induz a sintese de outras linfocinas,
aumenta a quantidade de colageno
na cicatriz aumentando a forca ténsil.
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Induz a angiogénese, quimiotaxia e

Fator de Crescimento proliferacao de fibroblastos, estimula

Derivado dos Macréfagos bagieiages a sintese de matriz extracelular e de
(MDGF) tecido de granulacéo.
Fibroblastos, mitogénico para células endoteliais

Fator de Crescimento de

Fibroblastos (FGF) Macrofagos e gelulas |ndq2|ndo~ a  angiogénese e
endoteliais proliferacao de fibroblastos.
ArallorEs Células epidérmicas Inibem a proliferacdo das células

epidérmicas.
(CORSI et al.,1994; AUKHIL, 2000).

A fase proliferativa ou de fibroplasia é caracterizada pela formacédo do tecido de
granulacao (Figura 03), reepitelizagdo e contragdo da ferida. A neovascularizagao local
ocorre a partir de anastomoses dos capilares hipodérmicos em resposta ao B-FGF e TGF-
B, que provocam a entrada de células inflamatdrias pro-angiogénicas no local da leséo,
secretados por mondcitos e possivelmente por queratinocitos (THOMAS et al., 1995;
TAKEHARA, 2000; IBA et al., 2004). O estimulo responsavel pela angiogénese esta
relacionado a liberagdo de diversos fatores soluveis (peptideos) no local da leséo. Tais
fatores de crescimento tém potentes propriedades biolégicas de quimioatracdo e
mitogénicas demonstradas através de sistemas experimentais in vitro e ensaios in vivo
(FAZIK, 2000; LABRO, 2000).

Com isso surge um tecido composto por macréfagos, fibroblastos e vasos
sanguineos embebidos em uma matriz de fribronectina, colageno e acido hialurénico, o
tecido de granulacdo (WERNER et al., 2003). Esse tecido formado tem um aspecto
umido, é contratil (pela presencga dos fibroblastos), preenche o espaco deixado pela ferida
e serve também como barreira a microorganismos (GUIDUGLI-NETO, 1987; MODOLIN,
1992). Quando presentes, as bactérias residem na superficie deste tecido, e raramente
causam infecg¢ado local ou sistémica (COELHO, 1998). Os macréfagos sintetizam fatores

de crescimento e fatores quimiotaticos que atraem fibroblastos para a ferida e estimulam
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sua proliferagédo e a posterior sintese de colageno. Os fibroblastos respondem ao estimulo
produzindo uma matriz extracelular na qual os macréfagos, vasos sanguineos e
fibroblastos podem migrar e serem supridos de nutrientes e oxigénio (CALVIN, 1998;

COTRAN et. al., 2000).

Figura 03: Representacdo da fase de fibroplasia. Em evidéncia observa-se o tecido de
granulagao.
Fonte: COTRAN et. al. (2000).

Os fibroblastos passam por algumas alteragdes fenotipicas e seus citoplastamas
tornam-se mais volumosos por causa da intensa sintese protéica de seus reticulos
endoplasmaticos rugosos (ROBINS, 2002). Estas células produzem e depositam grande
quantidade de matriz protéica, predominantemente composta de colageno do tipo | e lll,
que aumenta a forca ténsil da lesdo e, através da contragdo dos miofibroblastos ira
reduzir o tamanho da lesao até que suas bordas estejam novamente unidas (CARVALHO,
2002). Os miofibroblastos foram inicialmente identificados como um fibroblasto modificado
que possuia caracteristicas de uma célula muscular lisa, através de microscopia
eletrdnica no tecido de granulagdo de feridas cicatrizadas (DESMOULIERE et al. 2005). A

conversao de fibroblastos em miofibroblastos é realizada por fatores de crescimento como
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o TGF-B1, expressando a-actina do musculo liso e tornando-se células musculares lisas
capazes de realizar grandes forgas contrateis (MARTIN, 1997).

A reepitelizacdo € iniciada pela migragdo de células epiteliais basais
(queratindcitos), de forma centripeta, a partir as margens da lesdo (COTRAN et. al.,
2000). Concomitantemente a migracdo, as células sofrem alteragdes fenotipicas
especificas, como retracdo dos tonofilamentos intracelulares, dissolugdo dos
desmossomos intercelulares e formagdo de actina citoplasmatica na periferia
(CARVALHO, 2002; EHRLICH et al. 2003).

O processo de reepitelizacdo é estimulado pelo EGF, TGFa e pelo fator de
crescimento de queratindcitos que ocorre logo apdés a ruptura da epiderme, pelo
movimento dos queratindcitos da margem da lesdo sobre a matriz provisoria do tecido de
granulagdo (ROBINS, 2002; WERNER e GROSE, 2003).

Quando a ferida esta preenchida pelo tecido de granulagéo, a angiogénese cessa e
muitos dos vasos degeneram-se por apoptose (IBA et al., 2004). Posteriormente a rede
linfatica comeca a se regenerar e o tecido de granulagdo adquire mais fibras colagenas.

A composicdo da matriz extracelular é gradualmente substituida por matriz
colagenosa. E, uma vez que a matriz colagenosa abundante tenha sido depositada na
ferida, os fibroblastos param de produzir colageno e o tecido de granulagédo rico em
fibroblastos € substituido por uma cicatriz relativamente acelular. Ao final da epitelizagao
da ferida, pela unido de suas margens, a fibroplasia e a angiogénese sao inibidas pelas
células epiteliais (WERNER e GROSE, 2003; SINGER, 1999).

A fase de maturagcdo ou contragdo da ferida € marcada pela remodelagem dos
tecidos no sentido de restaurar a forma e a fungdo do tecido lesado. Caracteriza-se pela
deposigao, agrupamento e remodelagcdo do colageno associado a regressao endotelial,
apresentando tecido conectivo, fibras colagenas e poucos vasos sanguineos (WERNER e

GROSE, 2003).

19




MELO, C. M. L. Avaliacdo da atividade cicatrizante da lectina de...

No reticulo endoplasmatico rugoso (RER), durante o processo de biossintese da
microfibrila de colageno, uma cadeia de procolageno é sintetizada e hidroxilada com
residuos prolina e lisina, sendo ligadas a galactoses. Posteriormente, trés cadeias de
procolageno s&o unidas através de pontes dissulfito, formando a estrutura padrao tripla de
procolageno (CAMPBELL, 2003). Os procolagenos sao transferidos através do Complexo
de Golgi onde glicoses sdo adicionadas, em seguida, a molécula é transportada por
exocitose através de vesiculas. Os procolagenos sao excretados para o exterior da célula,
os pro-peptidios sdo removidos no espago extracelular e os tropocolagenos sao
formados. Finalmente, sdo formadas cadeias regulares de tropocolageno, levando a
formagao da microfibrila de colageno (Figura 04) (INA et al., 2005).

A principio, o colageno é depositado em fibronectina de maneira aleatoria;
dependendo da natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao tecido, essas fibras de
colageno s&o subsequentemente digeridas pela enzima colagenase e formadas
novamente, em arranjos similares aos ocorrentes no tecido ndo afetado adjacente. A
medida que vai ocorrendo a remodelagdo da cicatriz, as fibras de colageno ficam
orientadas paralelamente as forgas direcionais aplicadas sobre elas, analogamente as
fibras de colageno formadoras de um tendao. Assim sendo, a cicatriz adquire forga ténsil
e, portanto, integridade funcional. A colagenase € produzida por varios tipos celulares na
ferida: leucocitos, macrofagos, fibroblastos e células epiteliais (CARVALHO, 2002). As
colagenases degradam, especificamente, colageno tipos I, Il e lll presente no tecido
conjuntivo, estas enzimas desfazem a estrutura helicoidal das fibras de colageno,
resultando na desnaturacéo protéica, deixando-a em forma de gelatina que é susceptivel
a clivagem enzimatica por outras metaloproteases de matriz (MMPs) e proteases (WONG
et al., 2002).

O tipo de colageno secretado inicialmente, na fase proliferativa, € do tipo Il que

posteriormente, por degradagédo, é substituido por colageno do tipo | (PHILLIPS e
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BONASSAR, 2005). O resultado normal da fase de remodelagédo da cicatrizagdo € uma
cicatriz com aproximadamente 80% da forgca de tensdo da pele integra (FAZIK el al.,

2000).

Fibril
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Microfibril
packing of
molecules

300I mmI long s == sse s sea s
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collagen helix
(-1 and o-2)

Figura 04: Representagdo do processo de formagdo e remodelagem da fibrila de
colageno.
Fonte: SINGER, (1999).

A cicatriz passa a apresentar a forma de uma massa fibrética acrescida de fibras
colagenas. Observa-se apoptose dos fibroblastos e das células endoteliais, e os
eosindfilos aparecem nas ultimas fases da reparagdo, presumindo que possam estar
ligados a fatores de crescimento. Os anexos da pele, como foliculos pilosos e glandulas
sofrem regeneracao limitada e a coloragdo da cicatriz € palida, pois a regeneragado dos

melandcitos é deficitaria (DIPIETRO e BURNS, 2003).
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1.3 Terapéutica alternativa para Lesdes

As perdas teciduais sao frequentes e tém como agravantes as diferentes etiologias
e extensdes. Dessa forma, € de suma importancia ter alternativas de escolha para o
tratamento adequando, sempre que possivel, ao tipo de leséo.

Os tratamentos preconizados para lesdes cutaneas apresentam no decorrer do
processo cicatricial limitagdes quanto ao desenvolvimento do processo de reparo e tém
como fatores limitantes a posologia, a praticidade de uso e o custo.

O tratamento das feridas, objetivando melhores resultados cicatriciais, modificou-se
ao longo dos séculos (MODOLIN, 1992), onde varias substancias tém sido utilizadas na
tentativa de acelerar o processo cicatricial (BIONDO-SIMOES, 1993), como o emprego de
diferentes materiais sintéticos, biolégicos ou biossintéticos, no intuito de suprir as
deficiéncias do tratamento convencional (COELHO, 1998; PEREIRA et al., 1993).

O tratamento de les6es usualmente € conduzido de dois modos: através de métodos
cirargicos entre os quais exérese de tecido de granulagcédo ou enxertos de pele e através
de meios clinicos como o uso de pomadas, anti-sépticos, bandagens compressivas,
emprego de membranas aminiéticas (BIGBIE et al.,1990; HOWARD et al., 2000) e
substancias tépicas que dinamizem o processo de cicatricial (MADISON et al., 1991;
BAXTER, 1991 apud COLAHAN et al., 1992).

O estudo do processo cicatricial tem permitido conhecer muitos fatores que
influenciam o reparo como a infeccdo, presenca de tecidos desvitalizados, anemia,
deficiéncias de vitaminas (A, B, C, D e E), de minerais (Zn, Fe e Cu), nutricionais,
utilizacdo de corticoides, antiinflamatérios e anti-sépticos (BARBOSA e SOUZA, 1986;
FIORAVANTI, 1988; EHRLICHMAN etal., 1991; MADDEW e AREM, 1991; CORSI et al.,

1995; EAGLSTAN e FALANGA, 1997).
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Em vista disso, vém-se buscando alternativas terapéuticas eficazes, de facil
aplicacdo e custo, levando assim a um interesse por medicacbes fitoterapicas e
homeopaticas.

A utilizacdo de plantas no tratamento tépico de lesdes cutaneas é descrita por
Andrade et al. (1999) que utilizou o alecrim pimenta (Lippia sidoides cham.) em feridas
cutaneas produzidas experimentalmente em camundongos. Experimentos foram
realizados para estudar uso de polissacarideos extraidos da pelicula da cana-de-agucar
(GALEGO et. al., 1997; MONTEIRO et al, 2000), do cajueiro (Anacardium occidentale)
(GALEGO et. al. 1997; ROCHA, 2000, SCHIRATO et al., 2002; PAIVA, 2003), de
cogumelos Pleurotusostreartus (BONONI et al, 1995), da Areca catichu (PADJAMA et al,
1994), e o Wedelia calendulacea (HEDGE et al, 1994) no tratamento de feridas cuténeas.

Oleos do caule e das flores de Buddleja asiatica e Buddleja officinalis que
pertencem a Familia Loganiaceae foram testadas no tratamento da artrite (LIAO et al.,
1999), baixas doses da Buddleja globosa estimularam os fatores de crescimento tipicos
do processo inflamatorio (Fibroblastos, KGF-1, PDGF e TGF-B) (MENSAH et al., 2001;
SAMPSON et al., 2000) e o extrato das leguminosas Stryphnodendron polyphyllum Mart.
e Stryphnodendron obovatum Benth. demonstraram bastante eficacia no reparo de lesées
e como agentes antimicrobianos (LOPES et al., 2005).

A Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) que pertencente a Familia Liliaceae
demonstrou atividade antiinflamatéria, antifungica e cicatricial (CHOI e CHUNG, 2003) e
Plantago major L. pertencente a Familia Plantaginaceae tem demonstrado em varios
estudos atividade antiinflamatoria, analgésica, antioxidante e cicatricial (YESILADA et al.,

1995; RUIZ et al., 1996; GUILLEN et al., 1997).
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1.4 Sistema Imune

A pele é a primeira defesa do corpo humano contra a infeccdo armando uma
barreira resistente e impenetravel de epitélio protegido por camadas de células
queratinizadas (PARHAM, 2001). Os epitélios que revestem os tratos respiratorio,
gastrintestinal e urogenital, constituem as mucosas banhadas em um muco que elaboram.
Este muco, formado por glicoproteinas, proteoglicanos e enzimas, protege as células
epiteliais de lesbes e ajuda a limitar a infecgdo através da autolimpeza, ou seja, indugao
de tosse ou espirro. (ROITT, 1998; PARHAM, 2001).

Quando esta barreira fisica € rompida e os patégenos (Figura 06) penetram nos
tecidos moles do corpo, entra em acdo a imunidade inata, que utiliza mecanismos de
reconhecimento molecular geral para detectar a presenga de bactérias e de virus e nao
leva a imunidade prolongada contra aquele patdégeno em particular. A resposta imune
adaptativa, que é mais tardia, em contraste, focaliza especificamente o invasor em
questdao gerando memoria imunolégica para o mesmo, através da selegdo clonal de

células imunes para esse patégeno.

Tipo de patdgenos Exemplos Doencgas

Bactérias extracelulares,

parasitas, fungos

Streptococcus pneumoniae
Clostridium tetani
Trypanosoma brucef

Pneumocystis carinii

Pneumonia
Tétano

Doenca do sono
Pneumonia par PC

Bactérias intracelulares,
parasitas

Mycobacterium feprae
Leishmania donovani
Plasmodium falciparum

Lepra
Malaria
Leishmaniose

: Variola Variola
Virus (intracelulares) Influenza Gripe
Varicela Varicela
Vermes parasitas Ascaris Ascaridiase
Schistosoma Esquistossomose

(extracelulares)

Figura 05: Exemplo de microrganismos patégenos e patologias que ocasionam.

Fonte: Janeway (2005).
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As células responsaveis por ambas as respostas imunes, inata e adaptativa, sdo
principalmente os leucécitos e as células teciduais relacionadas a eles (BENJAMINE et
al.2002; PARHAM, 2001).

A “complementagdo” da resposta inata a invasao por patéogenos oportunistas &
caracterizada por uma cascata protéica denominada sistema do complemento. Esse
sistema é formado por proteinas plasmaticas que reagem entre si para opsonizar os
patdgenos e induzir uma série de respostas inflamatdrias que ajudam a combater a

infecgao (Figura 05) (JANEWAY et al., 2002).

%
. |

Bicamada lipidica

v
Cs

Patégeno

Figura 06: Sistema do complemento, sua ativagao e agao.
Fonte: Janeway (2005).
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Existem trés vias pelas quais o complemento pode ser ativado na superficie dos
patogenos. Essas vias dependem de diferentes moléculas para o inicio, porém
convergem para gerar 0 mesmo grupo de moléculas efetoras.

As maneiras pelas quais o complemento atua sdo: 1. opsonizando os patdégenos
(ligacbes covalentes) sinalizando-os para os fagodcitos; 2. através da agc&o quimiotaxica de
pequenos fragmentos peptidicos que atraem mais fagocitos para o sitio inflamatério
(Figura 06) e 3. criando poros na membrana dos patégenos (PARHAM, 2001; ABBAS et
al., 2002).

Uma vez que a resposta imune inata n&do consegue resolver a invasdo microbiana
oportunista, ou ainda que esta se prolongue por varios dias, o organismo lesado passa a
desenvolver uma resposta mais elaborada e complexa que a anterior. Essa resposta é
denominada adaptativa e gera memoria imunoldgica para o patdégeno invasor. Ha, com
isso, a selegcdo clonal de anticorpos especificos para o microrganismo em questao

(JANEWAY et al., 2002).

Os pequenos produtos de clivagem do comple- ~ Apermeabilidade aumentada permite um A migragéo de macrofagos, leucécitos
msp:?o atuar: sobre vasos sangg%?m par‘; !lr. vazamento aumentado de liquido dos vasos polimorfonucleados (PMN) e wdeu;ze
aumentar a permeabilidade vascular, e moléculas - sangiiineos @ um extravasamento de aumentada. A aﬂvlc:de Mmﬂlf;obiclda lati:
de adesdo celular ~ Imunoglobulina e moléculas do complemento macréfagos e PMNs também é aumen

C3a % C4a
) @
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@
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Figura 07: Agao quimiotaxica dos fatores do complemento.
Fonte: Janeway (2005).
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1.5 Imunossupresséao

Segundo Janeway (2002) muitos organismos patégenos causam imunossupressao
leve ou transitoria durante a infecgdo aguda. Essas formas de imunidade suprimida sao
pouco compreendidas, mas importantes, pois frequentemente tornam o hospedeiro
suscetivel a infecgdes secundarias por microrganismos comuns do ambiente. Um
exemplo de supressdo imune é o que se segue aos traumatismos, queimaduras e mesmo
grandes intervengdes cirurgicas.

Abstraindo-se as doengas auto-imunes e aquelas ocasionadas por patdégenos
diversos que imunossuprimem o individuo portador como sarampo, lepra e HIV, uma das
formas mais evidentes de se observar a imunodepressdo de um organismo € apos um
procedimento de enxertia ou de transplante. A rejeicdo é causada por respostas imunes a
aloantigenos presentes no enxerto, que sao proteinas que variam entre individuos e sao,
portanto, percebidas como estranhas pelos receptor. Essas respostas podem ser
mediadas por células T CD8 citotoxicas, por células Ty1 ou por ambas (ABBAS et al.,
2002).

Em controversa, os enxertos de tecido colocados em certos locais do corpo néo
provocam respostas imunes, ou seja, ndo induzem rejeicdo. Esses locais sao
denominados sitios imunologicamente privilegiados e compreendem o cérebro, os olhos,
os testiculos, o utero e a bolsa da bochecha do hamster. O que se observa € que os
antigenos saem desses sitios e interagem com as células T, mas em vez de provocar
uma resposta imune destrutiva, eles induzem tolerancia ou uma resposta que nao € lesiva
ao tecido (JANEWAY et al., 2002).

Azatioprina, ciclosporina, metotrexato, prednisolona, tracrolimo sdo conhecidos
como drogas de agado imunodepressiva. Seus mecanismos de agdo principais sao a

reducao da funcgao, da proliferacdo e da resposta das células T e os efeitos adversos mais
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comuns observados sao nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hipertensdo, anorexia e
disturbios gastrointestinais (BEREL et al., 1996; MORIS, 1995; BONDENSON, 1997).

Muitos estudos utilizam a imunossupressdo experimental e/ou da casualistica
clinica para responder questdes como a prevaléncia de parasitas intestinais e do
protozoario Cryptosporidium sp. (muito comum em HIV positivos) em pacientes
imunocomprometidos (BOTERO et al., 2003; CHIEFFI, 2005), a indugdo de Tu1 em
camundongos imunodeprimidos (YOUNG et al., 2002), efeito da ciclofosfamida no sistema
imune de carneiros (GARCIA et al.,, 2004) e o efeito do metotrexato na migragao

transendotelial de fagécitos (CIESIELSKI et al., 1998).

1.6 Microrganismos

A pele possui a funcao de barreira protetora para todos os tipos de fatores externos
que possam ser prejudiciais ao organismo. Uma vez que esta barreira € violada, infecgdes
oportunistas podem ocorrer. As bactérias encontradas na pele pertencem a dois tipos de
flora: a “Flora Normal”, composta por bactérias comensais que geralmente ndo provocam
infeccdo, e os microrganismos pertencentes a “Flora Transitéria” que produzem infecgao
quando a epiderme encontra-se lesionada. As infec¢gdes secundarias cutaneas sao
frequentemente causadas pela flora transitéria, geralmente por Staphylococcus aureus ou
Streptococcus pyogenes (Streptococcus grupo A B-hemolitico). Um diagndstico imediato e
um tratamento eficaz previnem dermatoses e, em situagcoes extremas, a sepsis que pode
ocasionar morte do individuo (TORTORA, 2005).

Observa-se na pratica clinica que feridas infectadas cicatrizam mais lentamente e
se nao foram adequadamente tratadas pode ocasionar infecgdes sistémicas. A infecgao

compromete a reepitelizagdo, aumenta a deposigao de colageno, porém pouco se sabe a
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respeito da interferéncia da infecgdo na migracado e na maturagdo da nova epiderme apos
a formagao da lesédo (SINGER e MCCLAIN, 2002; INNGJERDINGER et al., 2004).

As feridas nao cicatrizam enquanto estiverem clinicamente infectadas, portanto,
esse diagnostico de infeccdo exige em alguns casos o desbridamento ou drenagem de
exsudatos, com vistas a ocasionar a promog¢ado do suprimento sanguineo adequado
(MORISON et al., 1997; BIKOWSKI, 1998). A cicatrizagdo n&o pode ocorrer até que todo
material estranho resultante do processo inflamatério seja removido do leito das feridas
(BERGSTROM et al., 1995).

Os tecidos desvitalizados ou necrdticos fornecem nutrientes para multiplicagcao
microbiana, fornecendo a instalacdo de infecgao e retardo da cicatrizagdo. O edema é
outro fator que dificulta a cicatrizacdo, o excesso de liquido intersticial interfere na
proliferacdo celular e sintese protéica. A manuteng¢ao do baixo pH, alta tensdo de CO; e
na baixa concentragcédo de O,, favorece a necrose e a multiplicagdo microbiana. A hipoxia
dificulta a destruicdo de microrganismos pelos leucécitos que sao dependentes do
oxigénio para exercer sua funcdo, particularmente nas feridas infectadas por
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Salmonella
thiphymurium, bem como as contaminadas por anaerdbios. O nivel critico de oxigénio
parece ser de 30mmHg, entretanto, os individuos hipertensos, hipovolémicos ou
desidratados, com comprometimento cardiovascular ou pulmonar, doenca periférica
vascular e angiopatia diabética possivelmente sdo elementos de risco para a infecgéo
(UTYAMA, 2003; TORTORA, 2005).

Varias espécies microbianas sdo comumente encontradas em lesdes cutaneas: o
Staphylococcus aureus € o patégeno Gram-positivo mais prevalente e a Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella sdo os microrganismos Gram-negativos mais comuns (DONATI et
al., 1993). A infeccdo por S. aureus, ocasiona a liberagcdo de diversas exotoxinas

protéicas como: hemolisinas, enterotoxinas estafilococicas que produzem toxemias
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sistémicas, sindrome do choque téxico e a toxina esfoliativa que provoca a “sindrome da
pele escaldada”. Bactérias Gram-negativas produzem endotoxinas lipossacaridicas que
podem ocasionar choque toxigénico. A septicemia em decorréncia da infec¢do por estes
microrganismos pode ser fatal (ORENSTEIN et al., 1998).

Segundo Singer e Mcclain (2002), lesdes infectadas por S. aureus em ratos foram
caracterizadas pela presenca de secrecdo purulenta, um aumento do infiltrado por
linfocitos e tecido necrosado. As feridas infectadas apresentam forga ténsil reduzida por
haver um prejuizo na deposigado de colageno no local ou ainda por estas apresentarem
quantidade de colageno muito maior que lesdes nao-infectadas, resultando na formagao
de uma cicatriz exuberante. Esta situagao € justificada pelo fato de que a maturagao da
pele lesada é severamente comprometida com a instalagdo de um processo infeccioso, as
relagdes complexas existentes entre bactérias, neutrofilos e metaloproteinases de matriz
(MMPs) comprometem o processo (OKATAMOTO et al., 1997; POTEMPA, BANBULA,

TRAVIS, 2000).

1.7 Lectinas

Um potencial biomaterial sdo as lectinas, cujo estudo teve inicio em 1888 por
Stillmark, avaliando a toxicidade de Ricinus communis (mamona) e observando pela
primeira vez que extratos de plantas apresentavam a capacidade de aglutinar eritrocitos
(SHARON & LIS, 1987). Em 1889, Hellin obteve um resultado de hemaglutinagao similar,
utilizando o extrato de Abrus precatorius (jequiriti), chamando a proteina de abrina
(SHARON & LIS, 1987). Na década de 60, relataram-se as descobertas acerca da
mitogenicidade da lectina de Phaseolus vulgares - PHA (NOWELL, 1960) e da intensa
aglutinagdo de células transformadas pela lectina de germe de trigo, Triticum vulgares -

WGA (AUB et al., 1963). Estas observacdes aumentaram o interesse pela atividade
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biolégica das lectinas e, principalmente pelo estudo da Concavalina A, Canavalia
ensiformes por Inbar & Sanchs em 1969, verificando-se também a aglutinagdo
preferencial de células malignas. Ocorreu, assim, um impulso nas pesquisas basicas e
aplicadas sobre as lectinas, o que se mantém até os dias atuais.

Primeiramente Sharon e Lis (1972) incluiram no conceito de lectina todas as
proteinas obtidas de plantas, microorganismos ou animais de origem n&o imunoldgica,
que se ligam a carbiodratos, sendo especificas ou ndo para um determinada grupo
sanguineo. Ja em 1980, Golstein e colaboradores conceituaram lectinas como sendo
proteinas ou glicoproteinas de origem n&o imune, ligantes de caboidratos, capazes de
aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. O fato de existirem lectinas que sao
monovalentes, dotadas da capacidade de aglutinar células cria a necessidade de ampliar
este conceito. Ultimamente o conceito de lectinas tem-se tornado cada vez menos
restritivo, com definigbes como a de Peumans & Van Damme (1995) de que lectinas sao
proteinas que possuem ao menos um dominio n&o catalitico que se liga reversivel e
especificamente a um monossacarideo ou oligossacarideo. Segundo Grangeiro (1997),
lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas amplamente distribuidas na natureza, e que se
combinam, especificamente, com receptores da superficie celular, ligando-se as células e
chegando, eventualmente, a provocar a aglutinagdo das mesmas. As proteinas
classificadas como lectinas possuem como propriedade comum a habilidade de
reconhecer e se ligar reversivelmente e com alta especificidade a residuos de
carboidratos, sem, contudo, alterar a estrutura quimica dos ligantes (CAVADA, 1980).

Um grande numero de lectinas com caracteristicas e especificidades distintas tem
ampliado a sua utilizagdo em processos médicos e biologicos. As lectinas podem ser
utilizadas na identificagdo dos grupos sanguineos, caracterizagdo de diferentes estagios
de desenvolvimento de parasitas (KENNEDY et al., 1995), estimulagdo mitogénica de

células imunes, deteccdo e isolamento de carboidratos em solugdo, ou em superficie
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celular (BEUTH et al., 1995) e na producdo de interferon gama em leucécitos humanos
(SHIBUYA et al., 1986). A utilizagdo de lectinas em histoquimica para diagndstico de
tecidos malignos tem sido de grande valia em diagndsticos histopatolégicos, como
marcadores de tecidos tumorais (BELTRAO et al., 1998).

As lectinas estdo presentes em todas as classes e familias de organismos, sendo
encontradas em vegetais superiores, algas, fungos, animais (vertebrados e
invertebrados), bactérias e em virus. Em vegetais, elas sdo detectadas em centenas de
espécies de plantas. A maioria das lectinas vegetais € obtida de semente, principalmente
em leguminosas, onde sdo acumuladas no periodo de maturagdo e desaparecem apos a
germinacgao. As lectinas constituem cerca de 10% das proteinas totais de semente, porém
a quantidade isolada é pequena: varia entre 0,1-1% deste total (LORIS, 2002; SHARON &
LIS, 2004b; ALENCAR et al., 2005).

Lectinas de origem bacteriana, viral e animal possuem a fungdo de mediar
inumeros eventos de reconhecimento bioldgico, como: defesa do hospedeiro, fertilizagéo,
desenvolvimento, infecgdo parasitaria, metastase tumoral e inflamagao pela decifragao
dos glico-codigos codificados na estrutura das glicanas ligadas aos glicoconjugados da
membrana celular. Em contraste, as fungdes fisioldgicas das lectinas vegetais ainda néo
foram completamente elucidadas. Diversos experimentos indicam que as lectinas vegetais
sao proteinas de defesa contra animais herbivoros e possuem fungdo na simbiose entre
as bactérias fixadoras de nitrogénio (Rhizobium spp.) e as raizes de leguminosas
(CAVADA et al., 2001). Aléem de sua fungéo fisiologica, sdo de interesse biotecnoldgico,
pois possuem habilidade de ligar-se a carboidratos com especificidade consideravel,
sendo excelentes modelos de estudo de interagdes proteina-carboidrato em nivel atémico
(RINI, 1995).

Recentes avangos na bioquimica, clonagem molecular e analise estrutural das

lectinas tém revelado a ocorréncia de familias, divididas de acordo a estrutura e evolugao
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conhecidas das proteinas. Entre elas podem-se destacar as lectinas de leguminosas
(RABIJNS et al., 2000), proteinas inativadoras do ribossomo tipo-2 (VAN DAMME et al.,
2000b), lectinas ligadoras de quitina (STOEVA et al.,, 2001) que contem dominios
especificos, lectinas de monocotiledéneas ligadoras de manose (VAN DAMME et al.,
2000a) e as lectinas relacionadas a Jacalina (BOURNE et al., 1999).

As interagdes lectina-carboidrato ocorrem em eventos moleculares modulando a
resposta imune. Lectinas sédo utilizadas como reagentes policlonais para investigar as
bases moleculares e controle da ativagao e proliferagao de linfécitos; para identificar e
fracionar células do sistema imune e como drogas (SINGH, SINGH e KAMBOJ, 2004). As
lectinas possuem agao proé-inflamatéria. Algumas destas induzem a proliferagdo de
linfocitos, atuando como agente mitogénico util para o estudo da interagéo da lectina com
células linfocitarias in vitro (KIPATRICK, 1999).

Estas lectinas vém sendo utilizadas, de maneira satisfatoria, em diversas
pesquisas, como na indugdo da producdo de histamina em ratos (GOMES et al., 1994),
indugdo na producédo de o6xido nitrico (ANDRADE et al., 1999), efeito protetor in vivo
contra infecgdo pela Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c (BARRAL-
NETTO et al., 1996), estimulagdo linfocitaria em humanos (BARRAL-NETTO et al., 1992),
aumento na produgdo de macrofago e linfécito em administragdes intraperitonais em
camundongos C3H/HeJ (RODRIGUEZ et al., 1992)

Os genes para lectinas foram conservados durante a evolugdo especialmente nas
leguminosas. Parece que os genes da lectina do feijdo comum evoluiram por duplicagéo e
divergéncia de um gene ancestral (todos os genes ainda sdo unidos) e as proteinas
resultantes adquiriram propriedades bioldgicas diferentes. Isto, provavelmente, também é
valido para outras leguminosas. Nos cereais, as lectinas parecem ter se originado por

repeticbes que surgiram por duplicacdo deste dominio. Esta combinagcdo de fusédo e
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duplicacdo de genes de defesa pode ter dado para plantas uma vantagem evolutiva
criando proteinas novas com especificidade diversa (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991).

As sementes de leguminosas sdo fontes ricas de lectinas, mas estas também sé&o
encontradas nas partes vegetativas das plantas, geralmente, em concentragbes menores
que as encontradas nas sementes (PUSZTAI, 1991). Cerca de uma centena delas ja
foram encontradas e caracterizadas bioquimica e biologicamente (CAVADA, 2001).

As lectinas de leguminosas consistem de duas ou quatro subunidades, com massa
molecular variando entre 25 kDa e 30 kDa e cada uma das subunidades possui um sitio
de ligagdo para carboidratos, sendo que o processo é dependente da presenca

simultanea de Ca®* e Mn?* (ou outro metal de transicéo) (SHARON & LIS, 1990).

1.8 Cramoll 1,4

Cratylia mollis Mart., popularmente conhecida como feijdo camaratu ou
camaratuba, é uma planta forrageira da regido semi-arida do estado de Pernambuco. E
perene, de grande resisténcia a seca e serve de alimentagdo para o gado tanto no
periodo chuvoso quanto no da estiagem (SILVA et al. 1986). Esta planta pertence a
familia Fabaceae, tribo Phaseoleae, subtribo Dioclinae, que contém os géneros Canavalia
e Dioclea, botanicamente relacionados com a C. mollis.

Vegeta desde as Guianas até Minas Gerais, encontra-se em cultivo sistematico em
canteiros do Banco Ativo de Germoplasma de forrageiras do Centro de Pesquisa
Agropecuaria do Trépico do Semi-Arido (BAG/CPATSA) como banco de proteinas e as
sementes de C. mollis sdo atualmente obtidas por coleta em Ibimirim, municipio de
Pernambuco. A classificagdo botanica da forrageira foi realizada pelo Dr. Marcelo Ataide e
encontra-se catalogada sob o numero 51.130, na cole¢do do Departamento de Botanica

Sistematica da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), Recife — PE.
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Seu teor de proteina bruta € em torno de 20% da matéria seca e sua escala de
macronutrientes e micronutrientes é definida como N>Ca>K>Mg>P e Fe>Mn>Zn>Cu>Na,
respectivamente (SILVA, 1992).

A partir das sementes da C. mollis foram purificadas proteinas pertencentes a
classe das lectinas que se ligam a glicose/manose. Tem-se encontrado similaridades com
a Concanavalina A (Con A), uma lectina extraida de sementes de Canavalia ensiformis,
sendo uma das mais estudadas, constituindo um padrdo de comparagao por exceléncia
para lectinas glicose/manose (HONG et al. 2001).

Das sementes de C. mollis (Figura 07), foram obtidas quatro forma multiplas de
lectinas (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4) e uma preparagdo contendo as
formas 1 e 4 associadas denominada Cramoll Sephadex ou Cramoll 1,4 (Paiva & Coelho,

1992; Correia & Coelho, 1995).

Figura 08: Caracterizagao da Cratylia mollis. a — formagéao arbustiva do feijao camaratu; b
— sementes de C. mollis e ¢ — estrutura terciaria da Cramoll 1.
Fonte: Correia e Coelho (1995).
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A Cramoll 1,4 apresenta certa estabilidade até 80° C, ponto isoelétrico em torno de
8,6 e carater basico . Possui ainda uma banda principal de 31 kDa e dois fragmentos da
banda principal de 16 e 14 kDa.

Formas moleculares multiplas de Cratylia mollis tém sido estudadas para avaliar as
suas diversas funcdes na natureza, para analises estruturais e para as mais diversas
aplicagdes biotecnoldgicas. A Cramoll mostra forte ligagéo a tecidos neoplasicos malignos
humanos, particularmente aqueles derivados de glandulas mamarias, utero e cérebro e
inibiu o crescimento acelerado do carcinoma de células epidermoides (Hep-2) (BELTRAO
et al. 1998).

Experimentos envolvendo atividade antiinflamatoria (CECHINEL et al., 2001),
utilizagdo da Cramoll livre e encapsulada em lipossomas para atividade antitumoral
(ANDRADE et al.,, 2004) e atividade mitogénica de lifocitos (MACIEL et al. 2004),
mostraram um alto desempenho da lectina de C. mollis.

A Cramoll ja foi cristalizada (TAVARES et al. 1996) e suas propriedades fisico-
quimicas e potencial eletroquimico ja foram descritos (BASZKIN et al. 2000; SOUZA et al.

2002).

1.9 Estudo de lectinas no reparo de lesdes

A aplicabilidade das lectinas no reparo de lesbdes tem estimulado muitos estudos
nessa area como 0s que avaliaram efeito cicatrizante das lectinas de Canavalia
brasiliensis (ConBr), Dioclea violacea (Dviol), Cratylia mollis (Cramoll 1,4) e Parkea
pendula (Ppel) em feridas cutaneas experimentais em camundongos (SCHIRATO et al.,

2005; MELO et al., 2003; PORTO et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

Varios estudos tém sido desenvolvidos utilizando-se principios ativos obtidos de
plantas no reparo de lesées (LOPES et al., 2005b; CHOI & CHUNG, 2003). Os resultados
eficazes obtidos com Cramoll 1,4 no estudo de reparo de lesdes cutaneas (MELO, 2003)
e na estimulagado mitogénica de linfocitos (MACIEL et al., 2004) justificam a sua utilizagao
em um novo modelo experimental que testara seu efeito na cicatrizacdo de feridas

cutaneas em animais sadios e imunodeprimidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento tépico e intraperitoneal utilizando a Cramoll 1,4 frente a

lesdes cutaneas experimentais em camundongos normais e imunodeprimidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Induzir e acompanhar a imunodepressao nos animais experimentais.

3.2.2 Realizar o tratamento das lesdes cutdneas experimentais utilizando Cramoll 1,4 e

respectivos controles.

3.2.3 Acompanhar a evolucdo do processo de reparo do ponto de vista clinico e

histopatolégico durante 12 dias.
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ABSTRACT

An immunocompromised organism has difficulty for re-establish after any injury. Cratylia
mollis seed lectin, experimental called Cramoll 1,4, was used as a treatment of normal and
immunocompromised cutaneous wounds of mice, with the aim to develop therapeutics that
surpass immunosuppression condition of the organism. Methotrexate (0.8 mg/kg/week)
was used as the immunosuppressive drug. Surgical wounds (1 cm of diameter) were
produced aseptically in health and immunocompromised female mice. The wounds were
daily treated with topical (T) and intraperitoneal (lp) administration, as follows: control
groups — NaCl T; NaCl Ip; NaCl Immunod T and NaCl Immunod Ip (0.15 M NaCl) and
treated groups — Cramoll T; Cramoll Ip; Cramoll Immunod T and Cramoll Immunod Ip (10
ug.mi? Cramoll 1,4). Parameters such as edema, hiperemy, scab, granulation and
cicatricial tissues as well as contraction of wounds were analyzed for 12 days. The edema
was less observed on Cramoll Ip and Cramoll Immunod Ip groups; hiperemy showed pale
at all groups. Inflammatory infiltrate, fibroblast proliferation and collagen fiber deposition
were observed with higher intensity on all Cramoll treated wounds, especially on Cramoll T
group. The latter aspects favored an excellent closing and repair of lesions treated with
Cramoll 1,4. In experimental mice, closing of all injuries was obtained in day 10 for
Cramoll Immunod Ip and day 11 for Cramoll T, Cramoll Ip and Cramoll Immunod T groups.
The control groups had wounds closed in day 12 for NaCl Immunod T group and 90% of
NaCl T, NaCl Ip and NaCl Immunod Ip groups. In accordance with examined aspects,
normal or immunocompromised animals treated with Cramoll 1,4 had injuries efficiently
repaired, in less time.

Keywords: Cratylia mollis lectin, wound, immunocompromised mice.

1. INTRODUCTION

The healing process live to recover anatomic and physiologic integrity of tissue the
repair of wound is a complex sequence of biochemical and cellular events in response to
tissue lesion.

The successful cure of a wound implies in an appropriate sequence of events; the

final result, in general a connective tissue scar, express all this process (LOPES, 2005b).
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The cure of acute wounds is represented with phases of coagulation, inflammation,
deposition and synthesis of matrix, angiogenesis, epithelization, contraction and fibrosis as
well as scar formation (STADELMANN et al., 1998). After injury, blood vessels are
disrupted resulting in extravasation of blood components such as proteins, coagulation
factors and platelets. These latter components promote platelet aggregation and blood
coagulation for the re-establishment of haemostasis. On the inflammatory site, neutrophils
and macrophages are attracted. These immune cells act phagocytosing remaining cells,
fibrin and damaged extracellular matrix and opportunistic pathogen bacteria infecting the
site of wound (KAPOOR & APPLETON, 2005).

The immune cells exert a fundamental role in the transition between the
inflammatory process and fibroplasia phase (SZPADERSKA & DI PIETRO, 2005). In the
sequence occurs the migration of inflammatory cells and regeneration of remaining vases
characterizing a new tissue in formation, the granulation tissue, that brings fibroblasts to
the wound site to fill the place with collagen matrix and to promote contraction of injury
(WERNER and GROSE, 2003).

In set to the process, basal epithelial cells (keratinocytes) start to proliferate filling
the area of wound and, to the end, to compose together by new collagen deposited a scar
that still will suffer remodeling (SANTORO & GAUDINO, 2005).

The annexes of the skin, as coats and glands suffer limited regeneration and the
coloration of scar is pale, therefore the regeneration of the melanocyte is in deficit
(DIPIETRO & BURNS, 2003).

Some chemical molecules act in the repair process and platelets serves as one of
the recruiting components that are factors of the growth and vessel modulators such as
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor-B (TGF-B),
Fibroblast Growth Factor (FGF), Epidermal Growth Factor (EGF), B- thromboglobulin,

Platelet Factor 4 (PF4), Platelet-Derived Angiogenesis Factor (PDAF), serotonin,

52




MELO, C. M. L. Avaliacdo da atividade cicatrizante da lectina de...

bradykinin, prostacyclins, thromboxane, and histamine (STADELMANN et al., 1998;
NUMATA et al., 2006). Many studies use the immunosuppression to elucidate the
biochemical stages involving the repair process and, mainly, the immune reply of the
organism front to the injury. The drugs cyclosporin, methotrexate (CIESIELSKI et al., 1998;
KONING et al., 2006) and cyclophosphamide (GARCIA et al., 2004) are
immunossupressor drugs more used in these studies in function of its mechanism of action
to involve the blockade and inactivation of some cytokines, factors of growth, integrins and
PMNs, which allowed the briefing of some cicatricial process stages (PETERS et al.,
2006).

The treatments praised for cutaneous injuries present in elapsing the cicatricial
process limitations and have as limits factors the dosage, the practical use and the cost. In
this context, the use of biomaterials in the repair process has been investigated as
effective alternative therapeuticals (SILVA, 2000; ABBAS et al, 2002; SEAL, et al,. 2001).

A great number of lectins with distinct characteristics and specificities have
extended its use, as biomaterials, in medical and biological processes. These
carbohydrate recognition proteins are ubiquitous in organisms. The majority of plant seed
lectins are present mainly in leguminous and constitute about 10% of total proteins of
seed, however the isolated amount is small and it varies among 0.1-1% of total (LORIS,
2002; ALENCAR et al., 2005a). Lectins have been used in diverse research, such as
induction of apoptosis in tumoral cells (YANG, et al., 2005), cytotoxic action on MCDK
cells (KURAMOTO et al., 2005), release of histamine in mastocytes (LOPES et al., 2005a)
and stimulation of autophosphorylation receiving it of insulin (CAVADA et al., 2003). The
lectins still are used as reacting polyclonals to investigate the molecular basis and control
of activation and proliferation of lymphocytes; to identify and separate cells of the immune

system and as drugs (SINGH, SINGH and KAMBOJ, 2004).
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Cratylia mollis Mart., popularly known as camaratu beans or camaratuba, is a
forage from the Northeast Semi-Arid Region of Brazil. The plant is perennial, of great
resistance to dries and serves in such a way to cattle feeding in dry and rainy period. C.
mollis seeds contain four multiple forms of lectins (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and
Cramoll 4) and a preparation with isoforms 1 and 4 is called Cramoll 1,4 (PAIVA &
COELHO, 1992; CORREIA & COELHO, 1995). Cramoll free and encapsulated in
liposomes have been used with antitumoral activity (ANDRADE et al., 2004) and mitogenic
activity to lymphocytes (MACIEL et al. 2004). This study investigated, from clinical and
histopathologicals aspects, the cicatricial action of Cramoll 1,4 in organisms of healthy and
immunocompromiseds mice, with the objective to find a therapeutical alternative

biomaterial to repair injuries.

2. METHODOLOGY

2.1 Animals

Females of albino Swiss mice (n=240), 12 weeks old and weight 45,0 + 2,0g were
obtained from the Immunopathology Laboratory Keizo Asami Federal University of
Pernambuco - UFPE. Each animal was maintained in an individual cage, maintained under
controlled environmental conditions (12-h light/dark cycle, temperature 23+2°C and
humidity 55+10%) with water and commercial food ad libitum (Labina®, Agribrands of
Brazil). All animal procedures were in accordance with the ethical norms of the
International Guiding Principles of Biomedical Research Involving Animals (CIOMS)

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

2.2 Lectin extraction and purification
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C. mollis seed extract (10% w/v prepared in 0.15 M NaCl) was fractionated using
ammonium sulphate (40-60% w/v) and the obtained fraction was submitted to affinity
chromatography in Sephadex G-75. Cramoll 1,4 was bioselectively eluted with 0.3 M D-
glucose in 0.15 M NaCl, dialyzed against 0.15 M NaCl during 24 h and lyophilized (Correia

& Coelho, 1995).

2.3 Immunosuppression Induction

Methotrexate (MTX) was administered in each animal using a low-dose (0.8
mg/kg/week). MTX was administered intramuscularly in 0.15 M NaCl weekly on 7 days

before surgery, on surgery day and 7 days after surgery (CIESIELSKI, 1998).

2.4 Experimental protocol and groups

Animals were divided into four groups (n=30/group) and for the surgical procedure
were previously anesthetized using 2% xilazine chloridate (10 mg.kg™") and 10% ketamine
chloridate (115 mg.Kg'1) in subcutaneous injections (Hall, et al., 1991). Each animal was
placed in prone position and prepared for aseptic surgery using 2% chlorexidine
digluconate. A standard wound (1 cm of diameter) was performed on the dorsal thoracic
region using scalpel and curved blade surgical scissors after removal of epidermal and
dermal layers with minimal bleeding. Each wound was daily treated with 100 pL of
solution, as follows:

1. Cramoll T - healthier animals topical treated with Cramoll 1,4 lectin, in 10 ug/ml dose;

2. NaCl T - healthier animals topical treated with 0.15 M NaCl ;

3. Cramoll Immunod T - immunocompromised animals topical treated with Cramoll 1,4
lectin, in 10 ug/ml dose;

4. NaCl Immunod T - immunocompromised animals topical treated with 0.15 M NaCl;
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5. Cramoll Ip - healthier animals intraperitoneal treated with Cramoll 1,4 lectin, in 10
ug/ml dose;

6. NaCl Ip - healthier animals intraperitoneal treated with 0.15 M NaCl;

7. Cramoll Immuno Ip - immunocompromised animals intraperitoneal treated with
Cramoll 1,4 lectin, in 10 ug/ml dose;

8. NaCl Immuno Ip - immunocompromised animals intraperitoneal treated with 0.15 M
NaCl;

The clinical characteristics of experimental wounds were observed every day,
considering the following aspects: edema, hiperemy, secretion, scab, granulation,
epithelialisation and scar tissues. Daily, wound areas were measured with pachymeter
support and were calculated as follows: A= n.R.r, where A, R and r are mean area, large
ray and small ray, respectively (Prata, et al., 1988). On each time of biopsy, at the 2", 7\"
and 12" days after surgery, animals were subjected to subcutaneous anesthesia were 10
animals were draw back of the experimental groups across euthanasia with cervical
disruption. After this procedure total skin and area of the wound were removed, enclosing
one centimeter beyond each dorsal and ventral edge in the direction volume, going deep
itself until the muscular layer. Immediately after the withdrawal of skin, the samples were
disposed on filter paper and incubated in formaldehyde (4%, v/v) in 0.01 PBS M, pH 7,2

for a maximum period of 48 h for the processing of histological slices (Michalany, 1991).

2.5 Microbiological evaluation

The microbiological evaluation was carried through "swabs" in the area of injuries at
the surgical moment and the respective days of biopsies. This evaluation was of routine to

evaluate the degree of contamination of injuries. The microorganisms were classified
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through the morphologic aspects of colonies and staining pattern to Gram in accordance
with Carter (1988).

2.6 Statistical analysis

The results obtained were expressed as mean * standard deviation (M + SD),
submitted to variance analysis and to the Tukey test, accepting as statically significant the

values compared at signification level of 5%.

3. RESULTS

Inflammatory phase

The inflammatory parameters such as edema and hiperemy were observed in all
experimental groups being more intensely observed by extended time in NaCl T and NaCl
Immunod T groups; on Cramoll group this inflammatory signal was less intense. The
hiperemy of the lesions had been observed in all the groups with pale aspect. In relation to
infiltrate inflammatory and polimorphonuclears cells (PMNSs) it was observed a deficiency
or reduction of cells in the site of injuries from immunocompromised animals, in relation to
health animals. The wounds of animals of Cramoll T and Cramoll Ip groups revealed more
PMN in inflammatory site (Figure 1) than in respective control. This behavior was also

observed on Cramoll Immunod T group.

Fibroplasia phase and initial collagen deposition

In the fibroplasia phase it could be observed that the injuries of Cramoll T
demonstrate elevated collagen deposition. This aspect was suffering progressive reduction
on Cramoll Ip, Cramoll Immunod T and Cramoll Immunod Ip groups, respectively. Only

NaCl T and NaCl Ip groups showed meaningful collagen deposition (Figure 2).
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In experimental mice, closing of all injuries was observed in day 10 for Cramoll
Immunod Ip and day 11 for Cramoll T, Cramoll Ip and Cramoll Immunod T groups. The
control groups closed wounds in day 12 for NaCl Immunod T group and 90% of NaCl T,
NaCl Ip and NaCl Immunod Ip groups (Figure 3).

The histopathological slices differed from the macroscopic aspect of injuries. The
injuries of the group Cramoll T, besides been closed first than its respective control group,
demonstrated an excellent repair in relation to deposition of collagen and beginning of
development of annex sprouts. This was the unique group to present this characteristic.

It was observed that the repair suffered progressive reduction on Cramoll Immunod T,
Cramoll Ip and Cramoll Immunod Ip groups, respectively. NaCl T and NaCl Ip control
groups showed significant collagen deposition and reepithelization. On other control
groups has reepithelization, the histopathological slices demonstrated that it was
deposited a matrix poor in collagen fibers in the site of wound that conferred local tension
fragility and inefficient tissue repair. In relation to the deficient arrival of fibroblasts in the
area of injury in 7 days, the decrease of collagen deposition in the maturation phase could
be explained. (Figure 4). On the NaCl Immunod T and NaCl Immunod Ip groups it could

observe that the fibroplasia phase could start over the delay of inflammatory phase.

Rate of contamination of the experimental wounds

The microbiological analysis of injuries disclosed a good surgical asepsis (in time 0)
and all the groups were contaminated to the long of 12 days, except animals of Cramoll T
group that had no incidence of microorganisms in its injuries. The average of
microorganisms observed was of 52% to NaCl T; 27% to Cramoll Immunod T, 15% to
NaCl Immunod T, 15% to Cramoll Ip, 29% to NaCl Ip, 21% to Cramoll Immunod Ip and

18% to NaCl Immunod Ip, respectively.
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4. DISCUSSION

Cratylia mollis seed lectin, Cramoll 1,4 containing two different molecular forms,
isolectins, with glucose/mannose specificity (CORREIA & COELHO, 1995) is available in
milligram quantities and have already been used to detect normal and transformed cells,
benignant or malignant (BELTRAO et al., 1998). Cramoll isolectin 1 (Cramoll 1) was
sequenced (SOUZA et al., 2003) and crystallized (TAVARES et al., 1996); Cramoll 1,4
revealed immunogenic (CORREIA & COELHO, 1995), anti-tumoral (ANDRADE et al.,
2004) and mitogenic activities (MACIEL et al., 2004). Lectins have been used as
biomaterials to modulate the biological reply of individuals, activating cells of the immune
system (ALENCAR et al.,, 2003; CAVADA et al., 2001), enlisting neutrophils through
indirect mechanisms (ASSREUY et al.,, 2003), promoting pro-inflammatory effect in
polimorphonuclear cells (PMNs) (ALENCAR et al., 2005b) and inducing the release of
cytokines (CAVADA et al.,, 2001) as well as the proliferation of fibroblasts (SELL &

COSTA, 2003).

Biopsy 2 days after surgery — inflammatory signals

The reduction of inflammatory signal, edema, in experimental wounds what could
be justified with treatment administration, intraperitoneally, because if don’t have topical
application of lectin, don’t have increase of osmotic pressure in site and as a result don’t

have increase of plasma in injury.

Immune system comportment

The reduction of PMNs cells in the site of injuries of the immunocompromised
animals can be justified by the action of immunossupressor used, methotrexate, which

affects directly the subunit CD18 molecule that constituent B2 integrin of lymphocyte
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cellular surface (CIESIELSKI et al., 1998). The B2 integrin is necessary to normal
development of inflammatory reply; deficiency of CD18 subunit do not induce leukocyte
migration to tissues due to lack of a firm adhesion to the endothelium and, as a result, it
has a reduction in site inflammation (JANEWAY, 2002; SINDRILARU, 2006). However, the
more presence of PMNSs in inflammatory site in Cramoll T and Cramoll Ip groups could be
explained in previous studies that showed stimulation of neutrophil migration (ALENCAR
et al., 2003, 2005a and b), mitosis of lymphocytes (MACIEL et al., 2004) and release of

histamine in mastocytes for lectins.

Maturation phase — keratinocytes and scar tissue

The collagen deposition on fibroplasia phase is conditioned for an efficient arrival
myofibroblast in site of wound. This aspect it could observed in normal wounds treated
with Cramoll 1,4, as result in efficient repair. The transition of fibroblast for myofibroblast
starts with the sprouting of protomyofibroblast, whose staple fibers only contain § and y
cytoplasmic actins and evolve, but not necessarily always, in the appearance of
myofibroblast differentiated, that it contains actin of the smooth muscle. The differentiation
of myofibroblast is a complex process regulated by one cytokine, Transforming Growth
Factor B1 (TGF-B1), that is a component of extracellular matrix (DESMOULIERE, 2005).
Peters and cols. (2006) observed that CD18 present in the surface of phagocytes
(neutrophils) during the migration emits a chemical signal that induces infiltrates of
macrophages to secretion TGF-B1. Therefore the lack of CD18 in one or another cell leads
to an extremely reduced release of TGF-B1 due to defective adhesion and to subsequent
extravasation of phagocyte in of injured area. Ronty (2006) affirmed that this deficient
release of TGF-B1 promotes a delay in arrival in myofibroblasts in the site of injury with

consequence deficit collagen staple fiber depositions. The fibroblast differentiation in
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myofibroblast represents a key event on cicatricial process, being increased of contractile
force is the principal aspect observed. (HINZ, 2007).

One of the final and important stages in the cicatricial process is characterized by
total closing of injury that not only involves deposition of collagen matrix, rich in not shaped
collagen staple fibers of type lll, as well as the total reepithelization of wound from
centripetal differentiations of basal epithelial cells, the keratinocytes, that are disposed at
the edge of lesion, next to the injury. In this context the increasing content of collagen in
the wound during the fibroblastic phase correlates with increasing wound tensile strength
(Pilcher et al., 1999). Various aspects in healing process are considered among them are
the characteristic type of closing injuries. Therefore the fact of a wound to be closed does
not mean that it was repaired in an efficient manner; the process is related to the tension
force that occurs in the region.

According to Eming (2007), that the fibroplasia phase start over the delay of
inflammatory phase it can harm collagen deposition and repair of wound, that it could
observe on slice the NaCl Immunod T and NaCl Immunod Ip groups. Similar results were
described by Zweers and cols. (2007); they observed that keratinocytes do not depend on
adhesion or migration of collagen for the closing of injury, even so absence accomplished
of this protein promoted a reduction of the tension of wound, with a change in the
organization of extracellular matrix. Hosokawa and cols. (2005) affirmed that TGF-31
assumed a crucial role in the signaling of Smad2 mediator in the regulation of migration of

keratinocytes and reepithelization during injury repair.

Microbiological analyze

Wounds dealt with occlusive latex dressings increased the irritability of injury, while
injuries with semi-occlusive or opened dressings helped in the migration and cellular

reepithelization (SCHUNCK et al., 2005). Searching the natural context of organism, the
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experimental wounds of this study were treated as open wounds, displayed to the local
atmosphere. In all the scab sprouting was observed. The function of this scab is to stamp
the wound, isolating it from the environment, not allowing the penetration of bacteria. With
this, maintenance occurs of internal haemostasis and a surface under which the migration
of cells can occur and the movement of injury edges (DANTAS, 2000).

The "swabs" carried through wounds of the animals had been accurately in the area
of injury, or either, over the crust. This denotes that, no matter how hard the wounds if
found contaminated, it did not have a local infection to the point to be observed secretions
or significant alterations. Moreover, the identified microorganisms belong to natural animal

microbiota, or either, Staphilococcus sp. and Micrococcus sp. bacteria.

5. CONCLUSIONS

An efficient animal immunosuppression was detected which influenced in all stages of

repair process.

The inflammatory signals had been observed in all experimental groups being more

intense and detected by longer time in injuries not dealt with the lectin.

In all wounds treated through intraperitoneal administration it was observed the
delay of inflammatory phase what harm the collagen deposition and repair of wound,
preferentially NaCl Immunod Ip group.

The intraperitoneal treatment promoted dispersion of PMN and cytokines pro-
inflammatory for other areas (on injection) confusing the wound repair.

All treated lesions had closed in less time than respective controls; NaCl Immunod

Ip group was the most damaged on repair process.
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At the end of the process maturation phase had an excellent repair of injuries dealt
with Cramoll 1,4 T, where sprouts of annexes in health animals were observed with
significant collagen deposition and reepithelization in immunocompromised animals.

We concluded that animals dealt with Cramoll 1,4 were in perfect immunological
condition or its deficit immune system repaired injuries efficiently and in less time,

especially on topical administration.
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Figure 1: Macroscopic lesions (a, b, c, d, e, f, g and h) and histopathological aspects (i, |,

k, I, m, n, o and p) of inflammatory phase from experimental wounds. Biopsy time — 2nd

day after surgery. Topical (T) and intraperitoneal (lp) treatments were: a, e — Cramoll T; b,
f—NaCl T; ¢, g — Cramoll Immunod T and d, h — NaCl Immunod T. i, m — Cramoll Ip; j, n
— NaCl Ip; k, o = Cramoll Immunod Ip and |, p — NaCl Immunod Ip. Optical Microscopy

(200x).
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Figure 2: Macroscopic lesions (a, b, c, d, e, f, g and h) and histopathological aspects (i, j,

k, I, m, n, o and p) of inflammatory phase from experimental wounds. Biopsy time — 7"

day after surgery. Topical (T) and intraperitoneal (Ip) treatments were: a, e — Cramoll T; b,
f—NaCl T; ¢, g — Cramoll Immunod T and d, h — NaCl Immunod T. i, m — Cramoll Ip; j, n
— NaCl Ip; k, 0 — Cramoll Immunod Ip and |, p — NaCl Immunod Ip. Optical Microscopy

(200x).
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Figure 3: Area reduction of experimental wounds. A — Topical treatment (T), p<0.007 (*),

p<0,02 (**). B — Intraperitoneal treatment (Ip), p<0,009 (*), p<0,09 (**). Tukey test and

results are expressed as mean £ SD.
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Figure 4: Macroscopic lesions (a, b, c, d, e, f, g and h) and histopathological aspects (i, |,

k, 1, m, n, o and p) of inflammatory phase from experimental wounds. Biopsy time — 12"
day after surgery. Topical (T) and intraperitoneal (Ip) treatments were: a, e — Cramoll T; b,
f—NaCl T; ¢, g — Cramoll Immunod T and d, h — NaCl Immunod T. i, m — Cramoll Ip; j, n
— NaCl Ip; k, o = Cramoll Immunod Ip and |, p — NaCl Immunod Ip. Optical Microscopy

(200x).
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