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RESUMO 

Camaratu ou feijão Camaratuba é uma leguminosa da região semi-árida do 

Nordeste do Brasil. Lectinas de Cratylia mollis (Cramoll-1,4), foram 

estruturalmente caracterizadas e seus efeitos biológicos e farmacológicos 

continuam sob investigação, pois seu uso como um produto biofarmacêutico 

requer maior aprofundamento. O objetivo deste estudo foi propor e caracterizar 

uma formulação em gel irradiada de Cramoll-1,4, quanto à preservação das 

propriedades in vitro das lectinas, sob o efeito de radiação gama e sua atividade 

em processos de reparo tecidual in vivo. Inicialmente foi feita a extração e 

purificação da Cramoll-1,4, foi desenvolvida uma formulação em gel utilizando-se 

Carbopol como veículo, que foi irradiada com raios gama de Co60 em uma dose 

de 7,549 kGy h-1. Para avaliação da biodistribuição, a Cramoll-1,4 foi incubada 

com Tc-99 e para caracterizar a marcação foi feita cromatografia em camada fina. 

Em seguida o gel foi empregado em protocolos de reparação tecidual in vivo, 

mais especificamente tecido ósseo e epitelial. A formulação proposta na 

concentração de 300 µg manteve a atividade hemaglutinante in vitro, sugerindo 

um papel de ―proteção‖, dificultando a inativação da Cramoll-1,4 pela radiação. A 

biodistribuição do referido gel foi avaliada a partir da marcação com tecnécio, 

mostrou que esta lectina foi captada pelo intestino, metabolizada pelo fígado e 

excretada pelos rins e não ultrapassa a barreira hematoencefálica. Quanto à 

aplicação tópica do gel irradiado da Cramoll-1,4 na concentração de 300 µg em 

defeitos ósseos foi observado que a formulação, promoveu um estímulo imediato 

no tecido conjuntivo mole, dificultando, entretanto, o contato direto entre a 

formulação e o tecido ósseo. Assim, observou-se a formação de tecido fibroso e 

não a esperada neoformação óssea. Em paralelo, a aplicação tópica regular do 

gel irradiado da Cramoll-1,4 na concentração de 100 µg para o tratamento de 

queimaduras cutâneas de segundo grau experimentalmente induzidas, acelerou 

os processos de granulação, reepitelização e retração da ferida. 

 

Palavras-chave: Cratylia mollis; gel irradiado; atividade hemaglutinante; reparo 

tecidual. 
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ABSTRACT 

 

Lectins Cratylia mollis (Cramoll-1,4) have been structurally characterized 

and their biological and pharmacological effects remain under investigation, since 

its use as a biopharmaceutical requires further elaboration. The objective of this 

study was to propose and characterize a gel formulation radiated Cramoll-1,4, and 

the preservation of properties of lectins in vitro, under the influence of gamma 

radiation and its activity in tissue repair processes in vivo (skin and bone). Initially, 

we made the extraction and purification of Cramoll-1,4, was developed a gel 

formulation using Carbopol as a vehicle, which was irradiated with 60Co gamma 

rays at a dose of 7,549 kGy h-1. To evaluate the biodistribution, Cramoll-1,4 was 

incubated with Tc-99 and to characterize the marking was made thin-layer 

chromatography. Then the gel was used in protocols for tissue repair in vivo, 

specifically bone tissue and epithelial. The proposed formulation at a concentration 

of 300 µg retained the hemagglutinating activity in vitro, suggesting a role of 

"protection", making the inactivation of Cramoll-1,4 radiation. The biodistribution of 

this gel was evaluated from the labeling with technetium showed that this lectin 

was captured by the intestine, metabolized by the liver and excreted by the 

kidneys and does not cross the blood brain barrier. The application of the topical 

gel irradiated Cramoll-1,4 at a concentration of 300 μg in bone defects was 

observed that the formulation, promoted an immediate boost in soft tissue, making 

it difficult, however, direct contact between the formulation and bone tissue. Thus, 

we observed the formation of fibrous tissue and not the expected new bone 

formation. In parallel, regular topical application of gel irradiated Cramoll-1,4 at a 

concentration of 100 μg for the treatment of second-degree skin burns, 

experimentally induced, sped up the process of granulation, reepithelialization and 

wound contraction. 

 

Keywords: Cratylia mollis; gel irradiated; hemagglutinating activity; tissue repair. 

 

 

 

 
 

li



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1. Área do território brasileiro ocupado pela caatinga 27 
 
Figura 2. Estrutura terciária da lectina Cramoll-1,4 

 
38 

 
Figura 3. Sobrevivência microbiológica versus dose de irradiação  

 
41 

 
Figura 4. Espectro eletromagnético 

 
42 

 
Figura 1. CAPÍTULO 1 - Análise reológica do gel sob diferentes 
condições  
 

 
 
72 

Figura 2. CAPÍTULO 1 - Avaliação da atividade hemaglutinante da 
Cramoll-1,4 nativa e em formulação em gel sob efeito de radiação na 
dose de 15 kGy  
 

 
 
73 

Figura 1. CAPÍTULO 2 - Biodistribuição da Cramol em rato. (a) vista 
anterior; (b) vista posterior 

 
80 

  
Figura 1. CAPÍTULO 3 – Indução do defeito crítico 89 
 
Figura 2. CAPÍTULO 3 – Cuidados pós-operatórios 

 
89 

  
Figura 3. CAPÍTULO 3 - Níveis médios séricos de albumina, fosfatase 
alcalina, cálcio, fósforo e magnésio segundo os diferentes períodos 
experimentais 
 

 
 
92 

Figura 4. CAPÍTULO 3 - Dosagem mineral óssea percentual de cálcio, 
fósforo e magnésio segundo os diferentes períodos experimentais 
 

 
94 

Figura 5. CAPÍTULO 3 - Micrografia de tecido conjuntivo ósseo de 
ratas, submetidas à indução de defeito crítico em osso parietal aos 15 
e 30 dias de pós-operatório. Coloração Hematoxilina-Eosina. Aumento 

100 
 

 
 
 
95 

Figura 6. CAPÍTULO 3 - Micrografia de tecido conjuntivo ósseo de 
ratas, submetidas à indução de defeito crítico em osso parietal. 
Coloração Tricrômico de Masson aos 15, 30, 45 e 60 dias de pós-

operatório. Aumento 200 

 
 
 
96 

 

Figura 1. CAPÍTULO 4 – Indução de queimaduras de segundo grau 
térmicas em ratos Wistar machos 

 
107 

 
Figura 2: Avaliação da atividade hemaglutinante isolectina Cramoll-1,4 
pura e combinada com o hidrogel excipiente 

 
 
110      

 
 
 

 
Iii 
 



 

Figura 3. CAPÍTULO 4 - Avaliação clínica da reparação tecidual de 
queimaduras de 2º grau em ratos Wistar do sexo masculino 

 
112 

 
Figura 4. Efeito da aplicação tópica de hidrogel na ferida queimada 
expresso em percentagem de contração da ferida 
 
Figura 5. Tecido epitelial de ratos submetidos a queimaduras térmicas 
de segundo grau. Coloração Tricrômico de Masson. Ampliação 100x 

 
 
113 
 
 
118 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

liii 



 

LISTA DE TABELAS E QUADROS  

Quadro 1. Atividade Biológica das Lectinas 
 
36 

Quadro 2. Atividade Biológica das Lectina de C. mollis 
 
39 

Tabela 1. CAPÍTULO 1 - Recuperação de micro-organismos inoculados 
em amostras de gel 

 
 
71 
 

Tabela 2. CAPÍTULO 1 - Efeito dos raios gama nas amostras 
contaminadas 
 

 
71 

Tabela 1. CAPÍTULO 2 – Cromatografia crescente de Tc99m-cramol 
comparação com percentual livre (Na99mTcO4) 
  

 
80 

Tabela 2. CAPÍTULO 2 - Biodistribuição das amostras marcadas em rato 

 
81 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

liv 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

ATCC - American Type Culture Collection  

BMPs – Bone Morphogenetic Proteins  

BSA – Bovine Serum Albumin 

CEEA – Comissão de Ética em Experimentação Animal 

Co60 – Cobalto sessenta 

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

Con A – Concavalina A 

C. mollis – Cratylia mollis 

Cramoll-1,2,3,4 – Lectina de Cratylia mollis, isoformas 1, 2, 3 e 4 

Cramoll-1,4 – Lectina de Cratylia mollis, isoformas 1 e 4 

CSD – Critical Size Defect 

FGF – Fibroblast Growth Factor  

GMP - Good Manufacturing Practices 

HA – Hemagglutinating Activity   

HE - Hematoxilina-Eosina  

IL – Interleucinas 

kGy – Quilo Gray 

PBS - Solução salina isotônica, tamponada com fosfato de sódio 15 M. 

PDGF – Platlet Derived Growth Factor  

PHA – Lectina de Phaseolus vulgaris L. 

SHA – Specific hemagglutinating activity 

TGF- - Transforming Growth Factor  

TM - Tricrômico de Masson 

USP – United States Pharmacopeia 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

lv 



 

SUMÁRIO  
 

RESUMO I 
ABSTRACT Ii 
LISTA DE ILUSTRAÇÕES Iii 
LISTA DE TABELAS E QUADROS Iiv 
LISTA DE ABREVIATURAS Iv 
CAPÍTULO 1 – Revisão Bibliográfica  
1. INTRODUÇÃO 26 

1.1. Lectinas 26 
1.1.1. Conceitos 27 
1.1.2. Histórico 29 
1.1.3. Extração e Purificação 29 
1.1.4. Classificação 32 
1.1.5. Atividade Biológica 36 

1.2. Cratylia mollis 37 
1.2.1. Formas Moleculares 38 
1.2.2. Atividade Biológica das Lectinas de C. mollis 39 

1.3. Princípios da Irradiação 39 
1.3.1. Esterilização 40 
1.3.2. Radiação Ionizante 41 
1.3.3. Radiação Gama 41 

2. HIPÓTESE 45 
3. OBJETIVOS 45 
4. BIBLIOGRAFIA 46 
CAPÍTULO 2 – Artigo 1 (Anexo 1 e 2)  
Avaliação in vitro da influência da radiação gama em uma formulação em gel da 
lectina de Cratylia mollis 

 
65 

     RESUMO 65 
     ABSTRACT 66 
     INTRODUÇÃO 66 
     METODOLOGIA 68 
           Purificação da Lectina 68 
           Atividade Hemaglutinante 69 
           Formulação em Gel 69 
           Irradiação do Gel 69 
           Análise Reológica 70 
           Atividade Antimicrobiana in vitro 70 
           Cepas e Meios 70 
           Validação do Método 70 
           Tratamento das Amostras 70 
     RESULTADOS E DISCUSSÃO 71 
     CONCLUSÃO 74 
     AGRADECIMENTOS 74 
     REFERÊNCIAS 74 
CAPÍTULO 3 – Artigo 2 (Anexo 3 e 4)  
Radiomarcação da Cramoll-1,4: Avaliação da biodistribuição 78 
     RESUMO 78 
     ABSTRACT 78 
     INTRODUÇÃO 79 



 

     METODOLOGIA 79 
           Cromatografia 79 
           Biodistribuição 80 
     RESULTADOS E DISCUSSÃO 81 
           Cromatografia 81 
           Estudos de Biodistribuição 81 
     CONCLUSÃO 82 
     AGRADECIMENTOS 82 
     REFERÊNCIAS 82 
CAPÍTULO 4 – Artigo 3 (Anexo 5)  
Avaliação da eficácia da formulação em gel da lectina de sementes de Cratylia 
mollis no processo de reparo ósseo em ratas 

 
85 

     RESUMO 85 
     ABSTRACT 86 
     INTRODUÇÃO 86 
     METODOLOGIA 88 
           Formulação em Gel Irradiado da Cramoll-1,4 88 
           Seleção e Tamanho da Amostra 88 
           Indução do Defeito Crítico 88 
           Eutanásia e Coleta de Amostras 90 
           Bioquímica Sérica 90 
                Cálcio, Fósforo e Magnésio 90 
                Albumina e Fosfatase alcalina 90 
           Dosagem Mineral Óssea - Proporção de Ca, P e Mg  91 
           Obtenção e Processamento de Material para Análise Histológica do 
           Reparo Ósseo 

 
91 

           Estatística 91 
      RESULTADOS E DISCUSSÃO 91 
      CONCLUSÃO 98 
      AGRADECIMENTOS 99 
      REFERÊNCIAS 99 
CAPÍTULO 5 – Artigo 4 (Anexo 6)  
Efeito da aplicação tópica do hidrogel isolectin (Cramoll-1,4) em queimaduras de 
segundo grau: Modelo experimental 

 
103 

      RESUMO 103 
      ABSTRACT 104 
      INTRODUÇÃO 104 

 METODOLOGIA 105 
           Cratylia mollis (Extração e Purificação) 105 
           Hidrogel 106 
           Avaliação da Atividade Hemaglutinante do Hidrogel Isolectina 106 
           Animais e Feridas Experimentais 106 
                Animais 106 
                Queimaduras 107 
           Observações Patológicas 107 
                Parâmetros Clínicos 107 
                Quantificação da Retração da Ferida 108 
                Avaliações Bioquímicas e Hematológicas 108 
                Histopatologia 108 
           Estatística 109 



 

      RESULTADOS E DISCUSSÃO 109 
                Atividade Hemaglutinante 109 
                Parâmetros Clínicos 111 
                Quantificação da Retração da Ferida 112 
                Avaliações Bioquímicas e Hematológicas 114 
                Histopatologia 115 
      CONCLUSÃO 119 
      AGRADECIMENTOS 119 
      REFERÊNCIAS 119 
5. CONCLUSÕES 125 
6. ANEXOS 126 

6.1. ANEXO – 1 – Artigo Submetido – Revista Braileira de Farmacognósia 127 
6.2. ANEXO – 2 – Apresentação  no 3° Congresso Brasileiro de 

Biotecnologia – Fortaleza – Ceará 
 
129 

6.3. ANEXO – 3 – Artigo publicado - International Journal of Peptides 131 
6.4. ANEXO – 4 – Apresentação no Congresso 71st International Congress 

of FIP  
135 

6.5. ANEXO – 5 – Artigo Submetido – Journal Bone – Elsevier - Journals 137 
6.6. ANEXO – 6 – Artigo aceito para publicação – Journal of Biomedicine 

and Biotechnology 
 
139 

  
 
 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 – Revisão Bibliográfica       



26 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Lectinas 

Os avanços tecnológicos na indústria farmacêutica e no uso de substâncias 

medicinais extraídas dos vegetais têm sido responsáveis por novas oportunidades 

terapêuticas e melhoria da qualidade de vida do ser humano e dos animais. As 

pesquisas buscam investigar os mecanismos biológicos e farmacológicos 

associados à ação das substâncias de origem vegetal, a partir da elaboração de 

novos fármacos que venham a favorecer ou mesmo modelar a resposta do 

organismo diante dos diversos processos patológicos. Entre essas, as lectinas 

emergem, tendo sido testadas sob diferentes formulações, frente a diversos 

modelos experimentais, mostrando-se eficazes como agentes terapêuticos 

(HOUGHTON et al., 2005). 

Estendendo-se do norte do estado de Minas Gerais, centro-norte do 

estado da Bahia até a região entre os estados do Piauí e Ceará, localiza-se a 

caatinga do Brasil, rica em leguminosas arbustivas, como as dos gêneros 

Cannavalia, Dioclea e Cratylia. De acordo com Sharon e Lis (1990) lectinas 

foram detectadas em mais de 600 espécies e variedades de leguminosas. Entre 

essas se destaca a Cratylia mollis, também conhecida como feijão camaratu ou 

camaratuba (QUEIROZ e CORADIN, 1995; SOUSA e OLIVEIRA, 1995). 

A caatinga (Figura 1) ocupa uma área de 734.478 km2, que corresponde a 

cerca de 7% do território brasileiro. Representa o único bioma exclusivamente 

brasileiro, ou seja, grande parte do patrimônio biológico dessa região só é 

encontrada na caatinga brasileira e em nenhum outro lugar do mundo. A 

caatinga apresenta três estratos: o arbóreo, medindo de 8 a 12 metros de altura, 

o arbustivo com altura de 2 a 5 metros e o herbáceo com altura abaixo de 2 

metros (AMBIENTEBRASIL, 2011).  

                        

 

 

 



27 

 

 

 

 

Figura 1: Área do território brasileiro ocupado pela caatinga. 

Disponível em: http://exploradordosertao.blogspot.com 

 

Grupos de pesquisa na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e na 

Universidade Federal do Ceará (UFC) têm desenvolvido esforços para extrair, 

purificar e caracterizar essas lectinas. A perspectiva de aplicação biotecnológica é 

uma consequência natural da versatilidade dessas proteínas. 

A escolha de um fármaco, em uma determinada dosagem, em uma 

formulação característica e seguindo uma posologia específica tem como objetivo 

sinalizar células e tecidos de alterações no meio e, consequentemente, estimular 

respostas específicas e desejadas. Desta forma, produtos oriundos de plantas ou 

animais continuam a ser uma importante e valiosa perspectiva no desenvolvimento 

de fármacos. Entretanto, é necessário ressaltar que são necessários estudos 

farmacológicos e toxicológicos cuidadosos para comprovar sua eficácia terapêutica 

e segurança (HOUGHTON et al., 2005). 

 
1.1.1. Conceitos 

 

São diversos os conceitos atribuídos às lectinas. De acordo com Sharon e 

Liz (1987) e Goldstein et al. (1980) elas são proteínas ou glicoproteínas obtidas na 

natureza, frequentemente encontradas na superfície celular ou em partículas 

intracelulares. Devido a sua estrutura quaternária, apresentam pelo menos dois 

sítios moleculares de ligação específicos para carboidratos e outros gliconjugados, 
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levando à aglutinação de células ou precipitação de polissacarídeos sem alterar 

suas respectivas estruturas. Por esta razão, têm a capacidade de interagir com as 

moléculas dos fluidos biológicos e aquelas presentes na superfície celular 

(CORREIA et al., 2008). Em um contexto farmacológico, as lectinas podem 

substituir ligantes naturais e ativar respostas celulares através de diferentes 

caminhos de sinalização intracelular ou endocitose de compostos formados 

(BEUTH et al., 1995; HONG et al., 2001).  

O conceito mais aceito atribuído às lectinas e divulgado no meio científico foi 

proposto por Peumans e Van Damme (1995; 1998a) e Peumans et al. (2001) no 

qual as lectinas são definidas como (glico) proteínas de origem não imune, que 

possuem pelo menos um domínio não-catalítico e que se ligam de maneira 

reversível e específica a um monossacarídeo ou oligossacarídeo. O(s) sítio(s) de 

ligação a carboidratos tende(m) a se dispor na superfície da molécula protéica, e é 

nesse ponto que as proteínas fornecem a seletividade da ligação através de pontes 

de hidrogênio, interações de Van der Walls e hidrofóbicas (SUROLIA et al., 1996; 

ELGAVISH e SHAANAN, 1997). 

De acordo com Lis e Sharon (1981), quanto ao número de sítios de ligação a 

carboidratos, a maioria das lectinas é di ou polivalentes. Ao se ligarem a 

carboidratos específicos, perdem sua capacidade de hemaglutinação in vitro; esta 

característica tem sido útil para caracterizar aspectos funcionais da estrutura e da 

atividade lectínica.  Algumas lectinas não apresentam um monossacarídeo inibidor, 

sendo inibidas apenas por oligossacarídeos. Outras lectinas apresentam interações 

mais fortes com oligossacarídeos do que com monossacarídeos, enquanto outras 

são quase exclusivas para oligossacarídeos. Segundo essas propriedades de 

ligação a carboidratos, as lectinas podem ser classificadas como específicas 

quando apresentam interação com um monossacarídeo ou não específicas quando 

interagem com diferentes oligossacarídeos (SHARON e LIS, 1990). 

Segundo Moreira et al. (1991) a ênfase que é conferida à origem não imune 

das lectinas é adotada para diferenciá-las de anticorpos anticarboidratos que 

aglutinam células. Estruturalmente, observa-se similaridade no padrão básico de 

organização dos anticorpos, enquanto que as lectinas diferem entre si quanto à 

sequência de aminoácidos, requerimentos de metais, peso molecular e estrutura 

tridimensional; diferem, em particular, quanto à especificidade em interagir com 

diferentes ligantes, como o acetilamino-carboidratos, amino-carboidratos, hexoses, 
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pentoses, entre outros carboidratos e finalmente quanto à capacidade de precipitar 

polissacarídeos, glicoproteínas e glicolipídeos contendo resíduos de açúcares 

específicos (SINGH et al., 1999). 

 

1.1.2. Histórico 

 
De acordo com Beuth et al. (1995) estudos das propriedades das lectinas 

foram relatados pela primeira vez em 1888 por Stillmark, que avaliando a 

toxicidade de Ricinus communis (mamona), constatou que extratos dessa planta 

possuíam a capacidades de aglutinar eritrócitos. Hellin em 1889, utilizando o 

extrato de Abrus precatorius (jequiriti) encontrou resultados semelhantes de 

hemaglutinação, denominando a proteína de abrina (SHARON e LIS, 1987).  

Em 1954 o termo ―lectina‖ (do latim legere, pegar, colher, selecionar) foi 

empregado por Boyd e Shapleigh para descrever aglutininas de grupos sanguíneos 

específicos. Na década de 60, Nowell relatou pela primeira vez a atividade 

mitogênica da lectina de Phaseolus vulgares – PHA. Segundo Aub et al. (1963) a 

lectina de germe de trigo, Triticum vulgares – WGA foi responsável por intensa 

aglutinação e transformações celulares.  

Grande parte dos trabalhos pioneiros nas áreas de bioquímica, fisiologia e 

biologia molecular de lectinas vegetais utilizaram as lectinas extraídas de 

leguminosas. A primeira lectina a ser purificada e cristalizada foi a lectina de 

Canavalia ensiformis (ConA) por Summer e Howell (1936), podendo então ser 

definida a sua estrutura primária e tridimensional. Em 1969, Inbar e Sachs, 

estudando a atividade das lectinas de C. ensiformes, observaram uma ação 

preferencial de aglutinação de células malignas. Estas pesquisas impulsionaram 

estudos das diversas atividades biológicas e possibilidades de aplicação 

farmacológica que são mantidas até a atualidade. 

 

1.1.3. Extração e Purificação 

As lectinas podem ser identificadas em todas as classes e famílias de 

organismos (vegetais superiores, algas, fungos, animais vertebrados e 

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

espécies de plantas, como as leguminosas, principalmente nas sementes, onde 
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são acumuladas no período de maturação e desaparecendo após a germinação. 

Representam cerca de 10% das proteínas totais das sementes, entretanto o 

volume isolado é pequeno: variando entre 0,1-1% deste total (KONOZY et al., 

2003). Podem ainda ser obtidas de diferentes tecidos vegetais tais como raízes 

(WU et al., 2000), cascas de árvores (SÁ et al., 2009), folhas (KONOZY et al., 

2002), flores (ITO, 1986), frutos (CHEUNG et al., 2009), bulbos (MO, 1994) e 

rizomas (NG e YU, 2001). 

O processo de purificação é relativamente fácil e a sua solubilidade em 

soluções fisiológicas e água favorece a aplicabilidade das lectinas em inúmeros 

estudos experimentais (LORIS, 2002; SHARON e LIS, 2004b; ALENCAR et al., 

2005a; BHOWAL et al., 2005; PODOLSKY et al., 2006; VEGA e PEREZ, 2006; 

OLIVEIRA et al., 2008; TSIVILEVA et al., 2008; SPRONG et al., 2009).  

O processo de purificação é baseado em características como tamanho 

molecular, solubilidade, carga e afinidade específica de ligação a carboidratos 

(CORREIA e COELHO, 1995). São inúmeras as técnicas empregadas para 

eliminar moléculas que não sejam de interesse (contaminantes). 

Diversos parâmetros estão envolvidos no processo de extração das lectinas 

como a seleção da solução extratora, temperatura e tempo (OSHIKAWA et al., 

2000; MOURE et al., 2001). A preparação obtida, conhecida como extrato bruto, é 

então avaliada quanto à concentração protéica e utilizada como material primário 

para o isolamento da proteína. 

Métodos como a precipitação seletiva de proteínas com sais (PAIVA e 

COELHO, 1992) ou elevadas temperaturas (BEZERRA et al., 2001) podem ser 

empregados a partir do extrato bruto para fracionamento das lectinas. De acordo 

com Coelho e Silva (2000) o sulfato de amônio é o sal mais comumente utilizado 

no processo de fracionamento devido à sua alta solubilidade. 

O processo de fracionamento salino se baseia no princípio de que a 

solubilidade da maioria das proteínas diminui com o aumento das concentrações 

de sais, processo este conhecido como salting-out. As lectinas geralmente podem 

ser parcialmente purificadas por este processo, uma vez que o sal tem a 

capacidade de retirar a camada de solvatação existente ao redor das proteínas 

fazendo com que as mesmas precipitem. Mesmo após longos períodos de 

armazenamento a precipitação com sulfato de amônio pode estabilizar a atividade 

hemaglutinante da proteína (KENNEDY et al., 1995; COELHO e SILVA, 2000). 
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Segundo Kabir (1998) o processo de diálise pode ser empregado para 

separar as lectinas de moléculas pequenas, utilizando para este fim uma 

membrana de celulose semipermeável. Neste sentido as moléculas com 

dimensões maiores (proteínas) ficam retidas dentro do saco de diálise e as 

moléculas menores e os íons atravessam os poros da membrana permanecendo 

na solução. 

Vários métodos cromatográficos podem ser empregados na purificação de 

lectinas. Neste processo as técnicas mais empregadas são a cromatografia de 

filtração em gel (REGO et al., 2002), de troca iônica (NG e YU, 2001) e 

cromatografia de afinidade (COELHO e SILVA, 2000). Entretanto, em decorrência 

da propriedade de ligação a carboidrato a cromatografia de afinidade em colunas 

contendo suportes polissacarídeos (CAVADA et al., 1998; MACHUKA et al., 1999; 

COELHO e SILVA, 2000) ou glicoproteínas (NOMURA et al., 1998; KAWAGISHI et 

al., 2001) tem sido a técnica mais comumente empregada na separação de 

proteínas. 

De acordo com a especificidade da lectina, têm sido utilizadas diferentes 

matrizes de afinidade disponíveis comercialmente.  A técnica se baseia na ligação 

da lectina a grupamentos químicos específicos existentes no suporte insolúvel, um 

exemplo é a ligação de lectinas que reconhecem glicose à Sephadex, matriz 

constituída por dextrana, que é um biopolímero (dissacarídeo) produzido pela ação 

bacteriana sobre a sacarose, formado por unidades de glicose (BRAZIL e 

ENTLICHER, 1999). Esse biopolímero possui diferentes limites de exclusão para 

lectinas específicas para glicose/manose ou seus derivados (CORREIA e 

COELHO, 1995; CAVADA et al., 1998). A proteína desejada é obtida com alto grau 

de pureza, alterando-se as condições de pH (DATTA et al., 2001), força iônica 

(CHUNG et al., 2001) ou através da eluição com solução contendo um competidor 

(LIMA et al., 1997). 

Para lectinas com especificidade para N-acetil-D-glicosamina e seus 

oligossacarídeos ou derivados de quitina, podendo ser usada a quitina como matriz 

de afinidade (FREIRE et al., 2002; WANG e NG, 2003); as lectinas específicas para 

galactose e seus derivados podem ser purificadas utilizando agarose (NICOLSON e 

BLAUSTEIN, 1972); Sepharose (ANURADHA e BHIDE, 1999), Sepharose tratada 

com ácido (JIMBO et al., 2000), guarana (COELHO e SILVA, 2000), bem como 

Sepharose conjugada com glicoproteínas (GERLACH et al., 2002). 
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Na cromatografia de filtração em gel ou exclusão molecular as moléculas 

podem ser separadas através do tamanho. Através da cromatografia de troca 

iônica as proteínas podem ser separadas em função de sua carga; em que as 

proteínas com carga negativa (aniônicas) ligam-se à coluna de DEAE-Celulose 

(grupo funcional DiEtilAminoEtilo), contendo carga positiva; as proteínas com 

cargas positivas (catiônicas) ligam-se à coluna de CM-Cellulose  (grupo funcional 

CarboxiMetilo) de carga negativa.  

Na caracterização estrutural das lectinas são empregados métodos 

eletroforéticos baseados no princípio que uma molécula eletricamente carregada 

terá a capacidade de se mover em um campo elétrico. Neste sentido a velocidade 

de migração de uma proteína está na dependência direta da intensidade elétrica do 

campo, da carga líquida da proteína e do coeficiente de atrito. As separações 

eletroforéticas são quase sempre feitas em gel, onde os sais de poliacrilamida são 

escolhidos por serem quimicamente inertes e por ser possível controlar o tamanho 

dos seus poros (STRYER, 2004). A inclusão do detergente sulfato sódico de 

dodecila (SDS) possibilita a desnaturação da molécula protéica, sendo então 

possível definir a massa molecular das subunidades (COELHO e SILVA, 2000). 

Através da espectrometria de massa ainda pode ser feita outra caracterização que 

é a determinação da sequência de aminoácidos ou estrutura primária da lectina e a 

subsequente determinação da homologia com outras proteínas (REGO et al., 

2002). 

 

1.1.4. Classificação 

Sequências de aminoácidos foram determinadas em diversas lectinas de 

leguminosas, quando se constatou um elevado grau de similaridade entre elas. 

Estas lectinas são constituídas por duas ou quatro subunidades, com massa 

molecular variando entre 25 kDa e 30 kDa, cada uma dessas subunidades possui 

um sítio de ligação para carboidratos, este processo de ligação lectina-carboidrato 

depende da presença simultânea de Ca2+ e Mn2+ ou outro metal de transição, que 

são íons essenciais para as suas atividades biológicas (SHARON e LIS, 1990; VAN 

DAMME et al., 1998). 

Segundo CAVADA et al. (1993) apesar da similaridade de sua estrutura 

primária, as lectinas diferem com relação a suas especificidades finas de interação 
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a carboidratos, possuindo especificidade a monossacarídeos, podendo interagir 

com açucares simples ou com glicanas complexas encontradas nas glicoproteínas 

(DRICKAMER, 1995; WEIS e DRICKAMER, 1996). Em estudos de 

quimiotaxonomia, envolvendo similaridades bioquímicas e aspectos estruturais das 

lectinas, o elevado grau de homologia entre as sequências de aminoácidos de 

lectinas de leguminosas permite que as mesmas sejam utilizadas como 

marcadores moleculares para a classificação botânica de espécies vegetais 

similares (BARRE et al., 1994; AINOUZ et al., 1995; MOREIRA et al., 1995). 

Ramos et al. (1999) estudaram detalhadamente a reatividade de várias 

lectinas da subtribo Diocleinae, através da inibição da atividade hemaglutinante 

induzida por uma grande variedade de carboidratos simples e complexos e por 

glicoproteínas. Comprovando que apesar de possuírem afinidade pelos 

monossacarídeos D-glucose e D-manose, essas lectinas interagem com 

carboidratos simples, reconhecendo também estruturas glicanas complexas como 

aquelas encontradas em glicoproteínas. Entretanto foi constatado que apesar de 

exibirem a mesma afinidade pelos ligantes e de serem estruturalmente 

semelhantes, as lectinas dessa subtribo apresentam diferenças significativas no 

que se refere à especificidade fina com relação a um mesmo ligante glicídico o que 

resulta em uma grande variabilidade de propriedades biológicas (SANZ-APARICIO 

et al., 1997; RAMOS et al., 1999; CALVETE et al., 2000). 

Calvete et al. (2003) consideram as lectinas poderosos instrumentos que 

podem ser empregados na decodificação dos glicocódigos utilizados na troca de 

informações entre as células. Assim, a medida em que as lectinas identificam as 

moléculas de superfícies celulares, desencadeiam uma série de fenômenos 

biológicos in vitro ou in vivo.  

De acordo com Cavada et al. (2001) as diferenças observadas entre as 

propriedades biológicas de lectinas são decorrentes de alterações nos três 

principais parâmetros físico-químicos: especificidade distinta à carboidratos 

complexos estados de oligomerização dependente de pH (GRANGEIRO et al., 

1997; CALVETE et al., 1999) e orientação relativa dos sítios de ligação à 

carboidratos. 

Esse estado de oligomerização é também conhecido como equilíbrio 

dimérico-tetramérico, no qual apenas a conformação tetravalente interage com 
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receptores da superfície celular, ativando vias de transcrição (GRANGEIRO et al., 

1997; CALVETE et al., 1999). 

As isolectinas foram definidas como um grupo de proteínas intimamente 

relacionadas, resultantes da expressão de diferentes genes (SHARON e LIS, 

1990). Esta denominação pode ser dada em função das diferentes atividades 

biológicas atribuídas às lectinas, como a atividade hemaglutinante e mitogênica 

(ARAGON et al., 1993). Pode ainda estar relacionada ao padrão de migração em 

gel de poliacrilamida em condições não desnaturantes (WONGKHAM et al., 1995); 

quanto à diferente especificidade para carboidratos, pequenas alterações na 

estrutura da molécula protéica podem ocasionar modificações na orientação do 

açúcar ligado à proteína e consequentemente alterando a especificidade da lectina 

(GUZMÁN-PARTIDA et al., 2004), diferença de carga (KAWAGISHI et al., 1997) ou 

quando são observadas modificações pós-tradução (MANDAL et al., 1994). De 

acordo com Ohba et al. (2003), três isolectinas da aglutinina de germe de trigo 

(WGA-1, WGA-2 e WGA-3) interagiram em diferentes graus com células 

leucêmicas e manifestaram citoaglutinação e atividade citotóxica diferentes. 

Segundo Paiva e Coelho (1992) o termo isoforma é empregado para 

designar múltiplas formas de lectinas presentes na mesma espécie ou variedade 

de origem genética indefinida. De acordo com Kaku et al. (1990) algumas espécies 

de plantas são constituídas por duas ou mais proteínas com atividade 

hemaglutinante, por exemplo, Vicia villosa e Sambucus nigra. Técnicas como 

focalização isoelétrica, cromatofocalização ou cromatografia de interação 

hidrofóbica podem ser utilizadas para a separação de isoformas. Entretanto, a 

elucidação das diferenças estruturais das isoformas por métodos de química de 

proteínas pode ser trabalhosa. Um método baseado em partículas não porosas e 

monolítico poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB) de fase estacionária e 

espectrometria de massa foi empregado com o objetivo de separar isolectinas de 

três espécies de plantas, Lens culinaris, Triticum vulgaris e Canavalia ensiformis 

(HOCHLEITNER et al., 2003). 

Quanto à organização tridimensional as lectinas podem ser divididas em 

quatro classes distintas de acordo com o ponto de vista de organização 

tridimensional, com base no número de domínios de ligação a carboidratos e outros 

de natureza não catalítica em: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas 
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(PEUMANS e VAN DAMME, 1998) e superlectinas (PEUMANS et al., 2001), 

caracterizando-as como a seguir:  

1. As merolectinas são proteínas com baixo peso molecular, possuindo apenas 

um sítio de ligação a carboidratos, o que significa que apresentam um único 

domínio lectínico; por esta característica monovalente são incapazes de 

precipitar glicoconjugados e aglutinar células. Um exemplo é a heveína, 

derivada do látex da seringueira (Hevea brasiliensis), trata-se de uma proteína 

ligante à quitina (VAN PARRIJS et al., 1991). 

 

2. As lectinas classificadas como hololectinas possuem dois ou mais sítios de 

ligação a carboidratos, que podem ser idênticos ou homólogos. A grande 

parte das lectinas vegetais estudadas pertence a esse grupo, que por sua 

capacidade de aglutinar células e glicoconjugados, são denominadas 

―hemaglutininas‖. Um exemplo destas hololectinas são as proteínas 

inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIPs-2-abrina e ricina), que possuem 

atividade de N-glicosidase e dois sítios de ligação a carboidratos. 

 

3. Caracterizam-se as quimerolectinas como proteínas que possuem um ou mais 

domínios ligantes a carboidratos e outro sítio de ligação com atividade 

catalítica ou outra atividade biológica, com ação independente da ligação a 

carboidratos. Quanto ao número de domínios lectínicos, podem ainda 

comportar-se como hololectinas ou merolectinas. Como exemplos de 

quimerolectinas temos as proteínas que inativam ribossomos tipo 2, um outro 

exemplo são as quitinases de plantas que podem representar quimerolectinas 

que se comportam como merolectinas. Isto ocorre porque as quitinases 

possuem, além do sítio catalítico, um único domínio de ligação a carboidratos, 

caracterizando a incapacidade de aglutinar células e/ou precipitar 

glicoconjugados. 

 

4. As superlectinas que representam um tipo especial de quimerolectinas, 

apresentam dois ou mais sítios de ligação a carboidrato com especificidades 

distintas, ou seja, apresentam dois domínios de carboidratos ligantes 
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estrutural e funcionalmente diferentes com capacidade de ligação a açúcares 

de estruturas diversas.  

No que diz respeito ao pH o equilíbrio dimérico-tetramérico é responsável 

por modular a capacidade das lectinas de se ligar e agregar de forma específica à 

determinadas glicoproteínas e glicolipídeos na superfície celular, deflagrando 

respostas celulares distintas. Mesmo pequenas diferenças na estrutura primária 

têm a capacidade de alterar este equilíbrio, resultando em diferentes 

consequências biológicas (CALVETE et al., 1999). 

A Canavalia ensiformes (ConA) possui estrutura tetramérica que, 

dependendo do pH se dissocia em dímeros (CARVALHO, 1990). De acordo com 

Calvete et al. (1999), outras lectinas também apresentam estrutura quaternária 

dependente da variação do pH.  

Para efeito de identificação, as lectinas possuem quatro formas moleculares, 

cada uma dessas isoformas é identificada pelo termo Cramoll seguidos por 

numerais arábicos entre 1 e 4. Assim, referências à Cramoll-1,4 significam uma 

preparação que contem lectinas ligadoras específicas de glicose/manose. A 

Cramoll-3, entretanto, é uma glicoproteína galactose específica (PAIVA e COELHO, 

1992; CORREIA e COELHO, 1995).  

 

1.1.5. Atividade Biológica 

Atividade Biológica Lectina Referência 

Desenvolvimento e modulação 
de comunicação, diferenciação e 
proliferação celular. 

Lectinas de Vatairea 
macrocarpa. Entre outras 
lectinas pesquisadas. 

MOREIRA et al., 1991; CAVADA 
et al., 1998; GABIUS e GABIUS, 
2002. 

Desencadear alterações em 
processos patológicos e 
fisiológicos. 

Lectinas de Canavalia 
brasiliensis mart. Entre outras 
lectinas avaliadas. 

SHARON e LIS, 1990; MO et al., 
2000; ISIDRO et al., 2001; 
SHARON e LIS, 2001. 

Na detecção e isolamento de 
carboidratos em solução ou em 
superfície celular e alterações na 
diferenciação celular. 

Extraída de sementes de 
Artocarpus heterophyllus. 
Entre outras lectinas. 

BEUTH et al., 1995; KABIR, 
1998. 

Ação inseticida. Entre outras lectinas. Lectinas 
extraídas de folhas de 
Bauhinia monandra de 
Annona coriacea. Lectinas de 
Castanea crenata e Arisaema 
helleborifolium.  

VERCESI et al., 1988; 
SENGUPTA et al., 1997; 
NOMURA et al., 1998; COELHO 
e SILVA, 2000; RATANAPO et 
al., 2001.  

Ferramenta diagnóstica na 
identificação de bactérias 
patogênicas e como marcadores 
de células cancerígenas e 
terapia do câncer. 

Extraídas de Morus alba, de 
Helix pomatia, de Agaricus 
bisporus e de Bactrocera 
cucurbitae. Entre outras 
lectinas em estudadas. 

RATANAPO et al., 1998, 2001; 
KAUR et al., 2006. 
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Indução de apoptose. Entre outras lectinas, lectinas 
extraída de Synadenium 
carinatum. Lectinas de 
Anagasta kuehniella e 
Corcyra cephalonica. 

VERCESI et al., 1988; 
BARBOSA et al., 2001; COELHO 
et al., 2007. 

Resistência aos efeitos 
citotóxicos de proteínas. 

Lectinas de Annona coriacea. GASTMAN et al., 2004. 

Caracterização de diferentes 
estágios de desenvolvimento de 
parasitas e efeito protetor. 

Lectinas da tribo Diocleae e 
lectinas de Synadenium 
carinatum.  

KENNEDY et al., 1995; 
BARRAL-NETTO et al., 1996; 
BOURGUIGNON et al., 1998; 
AFONSO-CARDOSO et al., 
2007. 

Modelos de estudos atômicos de 
interações proteína-carboidrato.  

Lectinas de Urnica dioica, 
lectinas da tribo Diocleae.  

RINI, 1995. 

Modulação da resposta imune. Lectinas da tribo Diocleae, 
entre outras lectinas 
estudadas. 

SHIBUYA et al., 1986; BARRAL-
NETTO et al., 1992; 
RODRIGUEZ et al., 1992; 
KIPATRICK, 1999; SINGH et al., 
2004. 

Tipagem, identificação e estudos 
estruturais de grupos 
sanguíneos. 

Lectinas em geral. SHARON e LIS, 2004a. 

Ação pró-inflamatória, anti-
inflamatória, analgésica, 
antidepressiva. 

Lectina de Canavalia 
brasiliensis, lectinas de 
Vatairea macrocarpa, lectinas 
da subtribo Diocleinae, lectina 
de Bryothamnion seaforthii. 
Lectinas de Arum maculatum 
e Pisum arvense e de 
Canavalia brasiliensis. 

RODRIGUEZ et al., 1992; 
ALENCAR et al., 1999; 2004; 
CAVADA et al., 2001; VIEIRA et 
al., 2004; ALENCAR et al., 
2005b,c; BARAUNA et al., 2006. 

Indução da produção de 
histamina e Óxido nítrico in vivo 
e in vitro. 

Diversas lectinas, entre elas a 
Concanavalina A. 

GOMES et al., 1994; FERREIRA 
et al., 1996; ANDRADE et al., 
1999. 

Atividade hipoglicemiante. Lectinas de Urtica pilurifera. KAVALI et al., 2002. 

Biodisponibilidade dos princípios 
ativos, maior eficiência 
terapêutica e menores efeitos 
colaterais. 

Lectinas de Castanea 
crenata, entre outras lectinas 
estudadas. 

LAWRENCE, 1994; 
BERTHELOT et al., 1998; 
NOMURA et al., 1998; 
PONCHEL e IRACHE, 1998; 
RATANAPO et al., 2001. 

Reparação de lesões cutâneas. Lectinas de Canavalia 
brasiliensis, Dioclea violacea, 
Parkia pendula, extrato de 
Stryphnodendron polyphyllum 
Mart. e Stryphnodendron 
bovatum Benth. 

CHOI e CHUNG, 2003; 
SCHIRATO et al., 2004; LOPES 
et al., 2005; PORTO et al., 2006; 
SCHIRATO et al., 2006. 

Quadro 1. Atividade Biológica das Lectinas. 

 

1.2. Cratylia mollis  

A C. mollis, pertence à família Leguminosae, subfamília Papilionoideae, tribo 

Phaseoleae, subtribo Diocleinae que compreende 13 gêneros, dos quais 

desatacam-se os gêneros: Canavalia, Cratylia, Calopogonium, Dioclea, Galactia e 

Herpyza, já devidamente detectadas e isoladas e empregadas em diversos estudos 

quer seja quanto às suas propriedades bioquímicas ou efeitos biológicos in vitro e 
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in vivo (POLHILL et al., 1981). O doutor Marcelo Ataíde foi responsável pela 

classificação botânica da forrageira, catalogada sob o número 51.130, na coleção 

do Departamento de Botânica Sistemática da Empresa Pernambucana de 

Pesquisa Agropecuária (IPA), Recife – PE. 

                          

1.2.1. Formas Moleculares 

As sementes de C. Mollis foram avaliadas quanto à presença de lectinas 

(Cramoll) obtendo-se quatro isolectinas a partir de diferentes frações (F) de 

precipitados salinos (F0-40%, F40-60% e F60-80%). Cramoll 1, a isolectina mais 

abundante nas sementes desta planta, foi purificada através de F40-60%; desta 

fração obteve-se também por cromatografia de afinidade uma preparação 

purificada contendo as isoformas 1 e 4 associadas, denominada Cramoll Sephadex 

ou Cramoll-1,4 (PAIVA e COELHO, 1992; CORREIA e COELHO, 1995) (Figura 2), 

mistura de Cramoll 1 e sua isoforma, Cramoll 4, as quais podem ser separadas por 

cromatografia de troca iônica (CORREIA e COELHO, 1995). Cramoll 2 e Cramoll 3 

foram isoladas por Paiva e Coelho (1992). A classificação das isolectinas foi feita 

de acordo com a migração eletroforética em gel para proteínas básicas nativas; 

Cramoll 1, proteína mais básica, apresenta a maior migração, seguida de Cramoll 

2; Cramoll 3 é a menos básica das três (PAIVA e COELHO, 1992; CORREIA e 

COELHO, 1995). 

 

                                                      

          Figura 2: Estrutura terciária da lectina Cramoll-1,4 (Souza et al., 2003). 
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Tavares et al. (1996) cristalizaram a Cramoll, descrevendo suas 

propriedades físico-químicas e potencial eletroquímico (BASZKIN et al., 2000; 

SOUZA et al., 2001).  

A Cramoll-1,4 apresenta certa estabilidade até 80° C, com ponto isoelétrico 

em torno de 8,6 e caráter básico. Possui uma banda principal de 31 kDa e dois 

fragmentos da banda principal de 16 e 14 kDa (CORREIA e COELHO, 1995).  

O melhor potencial eletroquímico para C. mollis livre ou imobilizada foi obtido 

utilizando-se 1,0 mg/mL, a 5 e 10° C, 87 e 102 mV, respectivamente. O 

desenvolvimento de técnicas para definir a interface de parâmetros elétricos poderá 

dar informações sobre a adsorbância de grupos carregados na superfície da 

membrana celular, revelando interações em sistemas biológicos (SOUZA et al., 

2003). 

 

1.2.2. Atividade Biológica das Lectinas de C. mollis 

Diante do vasto uso das lectinas vegetais, entre elas a C. mollis, das suas 

particularidades moleculares e estruturais, dos fatores que podem alterar o seu 

mecanismo de ação, torna-se extremamente importante a continuidade de estudos 

sobre seus efeitos no organismo, caracterizando os mecanismos fisiológicos e 

moleculares envolvidos nas respostas e efeitos celulares principalmente no que diz 

respeito a suas aplicabilidades terapêuticas e biotecnológicas. 

 

Atividade Biológica Referência 

Livre e encapsulada em lipossomas, como 
adjuvante na terapia do câncer e atividade 
mitogênica de linfócitos. 

BELTRÃO et al., 1988; BASZKIN et al., 2000; 
SADZUKA et al., 2002; ANDRADE et al., 
2004; MACIEL et al. 2004. 

Atividade imunoestimulatória. OUDRHIRI et al., 1985; GHOSH et al., 1999; 
MELO et al., 2010a; MELO et al., 2010b; 
MELO et al., 2011a. 

Ação anti-inflamatória e anti-helmíntica. CECHINEL et al., 2001; FERNANDES, 2010; 
MELO et al., 2011c. 

Reparação tecidual em animais normais e 
imunossuprimidos. 

YASUOKA et al., 2003; MELO et al., 2003; 
ALBUQUERQUE et al., 2004; MELO et al., 
2011b. 

Quadro 2. Atividade Biológica das Lectinas de C. mollis. 

 

1.3. Princípios da Irradiação 

O termo radiação refere-se aos processos físicos de emissão e propagação 

de energia, através de fenômenos ondulatórios ou por meio de partículas dotadas 

de energia cinética. De uma forma mais prática, é a energia que se propaga de um 
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ponto a outro no espaço ou num meio material. A irradiação é o processo de 

aplicação desta energia a um material, como alimentos, medicamentos, 

cosméticos, entre outros com a finalidade de esterilizá-los ou preservá-los através 

da destruição de micro-organismos, parasitas, insetos e outras pragas (FRANCO e 

LANDGRAF, 1996; SPOLAORE et al., 2001). 

Ao final dos anos 40 com a construção de reatores nucleares, houve um 

grande avanço na produção de radioisótopos principalmente do Cobalto-60, que 

teve primeiramente empregado na terapia de câncer (radioterapia). Com o aumento 

da disponibilidade do Cobalto-60 a Johnson & Johnson em meados dos anos 60 

construiu na Inglaterra o seu primeiro irradiador com fontes radioativas e hoje tem 

suas instalações nos mais diversos países, incluindo no Brasil (RELA, 2001). 

 

1.3.1. Esterilização 

Segundo Rela (2001) geralmente nos processos de esterilização, os micro-

organismos são inativados ou destruídos por agentes químicos ou físicos através 

de uma reação mononuclear de primeira ordem, onde a taxa de mortalidade pode 

ser representada no gráfico quando o logaritmo do número de sobreviventes é 

expresso em função de uma quantificação do tratamento aplicado. 

A Figura 3 representa um exemplo empregando o processo de irradiação, 

onde é estabelecida a relação da inativação biológica dos micro-organismos em 

função da quantidade de radiação necessária para se conseguir o efeito desejado, 

quer seja uma redução da carga microbiana ou atingir um nível de segurança de 

esterilização utilizado internacionalmente como SAL (Sterility Assurance Level), 

definido em função da probabilidade de sobrevivência do micro-organismo quando 

submetido a uma determinada quantidade de radiação (RELA, 2001). 
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FIGURA 3 - Sobrevivência microbiológica em função da dose 

de irradiação. Pode ser resultado de uma redução do número 

de micro-organismos ou por atingir um nível considerado 

seguro de esterilização (RELA, 2001).  

  
De acordo com Rela (2001) na prática emprega-se para esterilização de 

produtos médicos e farmacêuticos um SAL de 10-6, que representa a possibilidade 

de se encontrar um único micro-organismo viável em um universo de um milhão de 

amostras. O valor D10 apresentado significa a dose de radiação necessária a ser 

absorvida pelo material para permitir que a população inicial tenha uma redução de 

90%, ou seja, reduzida de uma magnitude na escala logorítmica. 

Os raios gama são originados de transições do núcleo de átomos que se 

encontram em um nível energético superior e instável (isótopo radioativo) passando 

para um nível de menor energia e estável. Existem dois tipos de radioisótopos: os 

naturais (Rádio, Urânio, Tório, etc) e os artificiais produzidos em reatores 

nucleares. Na categoria de isótopo artificial encontra-se o Colbalto-60, que é 

produzido através de uma reação nuclear onde o isótopo Cobalto-59 estável é 

bombardeado com nêutrons no interior de um reator e o seu núcleo ao receber um 

nêutron altera o seu número de massa, transformando-o no isótopo Cobalto-60 que 

é instável e radioativo (RELA, 2001). 

                                  

1.3.2. Radiação Ionizante  

Uma característica específica da radiação de alta energia é causar ionização 

no meio em que é absorvida, ou seja, é capaz de remover elétrons de suas órbitas 

em átomos ou moléculas. Por esta razão é denominada de radiação ionizante. As 

radiações ionizantes doam energia ao meio no qual se difudem, mediante múltiplos 

processos de interação. A energia doada é consumida na excitação e na ionização 
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de moléculas gerando reações químicas que podem provocar alterações 

permanentes na estrutura físico-química do material irradiado (SATIN, 1993).  

 

1.3.3. Radiação Gama 

A radiação gama e os raios X são semelhantes às ondas de rádio, às micro-

ondas e aos raios de luz visível. Eles formam parte do espectro eletromagnético 

(Figura 4) na faixa de curto comprimento de onda e alta energia. Os raios gama e X 

são diferentes apenas nas suas origens, possuindo as mesmas propriedades e os 

mesmos efeitos sobre os materiais: raios X são produzidos por máquinas e raios 

gama são provenientes de reatores nucleares que promovem desintegrações 

espontâneas de radionucleotídeos (LUCA, 2003; FAO/IAEA, 2011). 

 

                     

                     Figura 4: Espectro eletromagnético. 

                     Fonte: Disponível em <http://www.cena.usp.br/irradiacao/espectrodeondas.jpg>. 

 

A radiação gama foi empregada em escala comercial há mais de 40 anos. 

Esse tipo de radiação tem um largo uso em aplicações industriais, tais como: 

esterilização de materiais (cirúrgico, odontológico, de laboratório, entre outros), 

fármacos, cosméticos, matérias primas, alimentos, especiarias, coloração de 

vidros, pedras preciosas, melhoria de fibras sintéticas e de polímeros, produção de 

inoculantes para a agricultura, impregnação de madeiras e outros materiais 

(EMBRARAD, 2006). 

Uma das vantagens da irradiação com raios gama sobre outros métodos 

usados para destruir micro-organismos nos materiais, é o seu alto teor de energia e 

grande poder de penetração e letalidade devido sua ação a nível celular. Seu alto 

poder de penetração é instantâneo, uniforme e profundo, permitindo o tratamento 

de produtos de tamanho, forma e densidades variáveis (URBAIN, 1989; 

EHLERMANN, 1990; FRANCO e LANDGRAF, 1996; HOBBS e ROBERTS, 1998).  
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O Cobalto-60 (Co60) possui meia vida de 5,3 anos, o Césio-137 (C137) 

também é um isótopo radioativo com meia vida de 30 anos, entretanto é pouco 

utilizado por sua escassez na natureza (SPOLAORE et al., 2001; FAO/IAEA, 2011). 

O Co60 é o isótopo radioativo mais utilizado comercialmente em todo mundo 

por sua disponibilidade, custo, apresentar-se na forma metálica e ser insolúvel em 

água, proporcionando com isso maior segurança ambiental, esta última 

representando a sua aplicação mais importante e promissora, baseando-se em 

uma tecnologia limpa e processos restringidos a emissões de poluentes 

(EHLERMANN, 1990; CHMIELEWSKI e HAJI-SAEID, 2005). 

Por ser a radiação uma forma de energia ela é expressa em ergs ou joules. 

A unidade de energia absorvida é o Gray (Gy), que equivale a um joule por 

quilograma (ou 10.000 erg/g) de material. A unidade mais usada é o kGy (kiloGray) 

que expressa a dose de irradiação. A dose de irradiação é a quantidade de energia 

absorvida por unidade de massa do material quando a energia passa através dele 

(LUCA, 2003; MAHAPATRA, 2005; FAO/IEAE, 2011). 

Ao contrário do processo térmico, pouquíssima energia da radiação é 

consumida em aumentar a energia térmica das moléculas que a absorvem. Além 

disso, a energia necessária para esterilização pela radiação é de cerca de 50 vezes 

menor do que a requerida para esterilização pelo calor. Por isso esta é conhecida 

como ―esterilização a frio‖ (CENA, 2006). 

O processo de irradiação pode ser influenciado por fatores externos 

(temperatura, presença ou não de oxigênio e condição de armazenamento) e por 

fatores intrínsecos ao material, como estado físico, densidade, umidade, entre 

outras. Neste sentido, para cada produto a ser irradiado são estabelecidos 

procedimentos específicos, como por exemplo diferentes doses de radiação 

(MAHAPATRA, 2005; CENA, 2006). 

A radiação gama tem um papel cada vez mais importante na fabricação de 

cosméticos e produtos medicinais (MAHER e DIETZ, 1981). A utilização de raios 

gama é um método alternativo para a esterilização/descontaminação de produtos e 

matérias-primas. No entanto, um dos principais problemas da irradiação é a 

ocorrência de novos radicais durante o processo. A irradiação não é um substituto 

para o não cumprimento de Good Manufacturing Practices (GMP). Na verdade, ela 

deve ser uma parte da GMP, ela não evita a recontaminação, a qualidade do 
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produto final é função da qualidade do produto original (REID e WILSON, 1993; 

JACOBS, 1995; BARBARIN et al., 2001; NAKI SIVRI et al., 2006). 

O processo de radiação gama não pode resultar em um produto radioativo 

ou deixar qualquer radioatividade residual. Os micro-organismos são mortos como 

resultado da destruição de uma molécula vital ou por reação química dos 

compostos resultantes das radiações. A aplicação mais usada de tratamento é a 

radiação gama no controle dos níveis de contaminação microbiana de alimentos e 

muitos outros produtos, como medicamentos e cosméticos (DIETZ e MAHER, 

1982).   

Segundo a United States Pharmacopeia (USP), preparações de aplicação 

tópica não devem conter carga microbiana superior aos limites admissíveis. Em 

muitos casos, os organismos agressores em um produto cosmético são 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Ambos são especialmente suscetíveis 

à energia da radiação em doses muito baixas, que muitas vezes significa que o 

efeito da radiação sobre o produto é insignificante (DIETZ e MAHER, 1982). Os 

produtos cosméticos podem ser contaminados durante a fabricação por micro-

organismos existentes no ambiente ou nas matérias-primas.  

Não há dose certa de radiação na farmacopeia e orientações para a 

descontaminação de produtos cosméticos. No entanto, os limites microbiológicos 

são recomendados nas diretrizes para uma variedade de preparações cosméticas. 

Geralmente, a dose de radiação gama preferido para alcançar esses níveis varia 

entre 5 e 15 kGy (JACOBS, 1995). No entanto, para compreender e estudar 

profundamente a irradiação de doses mais elevadas (100 kGy) pode ser utilizada.  

O Co60 é comumente utilizado para irradiação gama, podendo ser utilizado 

para cosméticos (produtos acabados). Visando a redução do teor microbiológico, o 

método não deixa resíduos que podem ser prejudiciais para os trabalhadores ou os 

consumidores (NAKI SIVRI et al., 2006). 

A radiação gama pode penetrar o material de embalagem e embalagens 

fechadas contendo produtos acabados, e assim, destruir os micro-organismos 

existentes. Descontaminação por radiação gama está ganhando atenção cada vez 

maior na produção de cosméticos e medicamentos (NAKI SIVRI et al., 2006). 

O uso da radiação gama provou ser uma técnica eficaz na redução da 

poluição ou contaminação da flora fúngica de plantas medicinais (PRADO et al., 

2009).  
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É interessante notar que, em diferentes situações experimentais, 

caracterizados por diferentes espécies de plantas, materiais biológicos e, portanto, 

condições de tratamento também são diferentes, é necessário confirmar a 

estabilidade química da amostra, bem como a redução ou a inativação da carga 

microbiana nele contida (SATOMI et al., 2005; OLIVEIRA e COLAÇO, 2008; 

PRADO et al., 2009). Neste sentido o emprego da diversidade de formulações da 

Cramoll-1,4 representa um desafio constante da comunidade científica na busca da 

resolução de enfermidades, seja através da ação direta da proteína bioativa ou da 

sua ação indireta através de mecanismos que venham a agir como estimulantes ou 

facilitadores de processos que favoreçam a cura ou minimizem os efeitos de tais 

enfermidades. 

 

 

2. HIPÓTESE 

 

A formulação em gel irradiado possa manter as propriedades bioquímicas da 

Cramoll-1,4, podendo ser empregado como biofármaco na reparação tecidual in 

vivo, favorecendo o referido processo. 

     

      

    

3. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

Desenvolver uma formulação (gel) da Cramoll-1,4 associada a uma 

descontaminação por radiação gama, de forma a manter atividade 

hemaglutinante e permitir o seu uso como um produto biofarmacêutico.  

 

Objetivos Específicos 

 Avaliar a biodistribuição da lectina de Cramoll-1,4. 

 

 Avaliar a ação do gel de Cramoll-1,4 irradiado na reparação óssea em ratas. 
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 Avaliar a eficácia da aplicação contínua da formulação em gel irradiado da 

Cramoll-1,4 no reparo tecidual de queimaduras cutâneas de segundo grau. 
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RESUMO  
 

Lectina de Cramoll-1,4, obtida a partir de sementes de Cratylia mollis (feijão 

camaratu) foi estruturalmente caracterizada, biologicamente e farmacologicamente, 

porém seu uso como um produto biofarmacêutico não está muito bem 

documentada. O objetivo deste estudo é propor uma formulação biofarmacêutica 

de lectina de Cramoll-1,4, do ensaio de suas propriedades hemaglutinantes in vitro, 

bem como o uso da radiação gama como um processo contínuo de 

descontaminação para esta formulação. Foi feita a extração e purificação da 

Cramoll-1,4, foi desenvolvida uma formulação em gel utilizando-se Carbopol como 

veículo, nas concentrações de 50, 100, 200, 300 e 600 µg que foi irradiada com 

raios gama de Co60 em uma dose de 7,549 kGy h-1. A formulação proposta na 

concentração de 300 µg produziu um aumento das unidades hemaglutinantes da 

Cramoll-1,4, associado ao efeito sinérgico causado pela radiação gama. 

Considerando-se a utilização diversificada das lectinas, fatores específicos 

moleculares e estruturais, bem como as alterações decorrentes da sua formulação, 

concentração, irradiação e via de administração é de extrema importância dar 

continuidade aos estudos in vitro, para posterior aplicação in vivo a fim de 

caracterizar os mecanismos fisiológicos e processos moleculares envolvidos na 

resposta e os efeitos celulares.  
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Palavras-chave: Radiação gama; produtos naturais; atividade hemaglutinante; 
Cramoll-1,4. 
 
 
ABSTRACT  

 

Lectin Cramoll-1,4, obtained from Cratylia mollis seeds (beans camaratu) 

was structurally characterized, biologically and pharmacologically, but its use as a 

biopharmaceutical is not well documented. The objective of this study is to propose 

a biopharmaceutical formulation lectin Cramoll-1,4, test their hemagglutinating 

properties in vitro as well as the use of gamma radiation as a continuous process of 

decontamination formulation. It was made of the extraction and purification Cramoll-

1,4, was developed a gel formulation using Carbopol as a vehicle, at 

concentrations of  50, 100, 200, 300 and 600 µg was irradiated with 60Co gamma 

rays in a dose of 7.549 kGy h-1. The proposed formulation at a concentration of 300 

µg produced an increase in the hemagglutinating units Cramoll-1,4 due to the 

synergistic effect caused by gamma radiation. Considering the diverse use of 

lectins, specific molecular and structural factors, as well as changes resulting from 

its formulation, concentration, irradiation and route of administration is of utmost 

importance to continue the studies in vitro, for subsequent application in vivo to 

characterize the physiological and molecular processes involved in the response 

and cellular effects. 

 

Keywords: Gamma radiation; natural products; hemagglutinating activity; Cramoll-

1,4. 
 
 

INTRODUÇÃO  
 

 Camaratu ou feijão Camaratuba (Cratylia mollis) é uma forrageira do semi-

árido do Nordeste do Brasil. Produtos naturais de plantas ou animais ainda são 

fontes importantes na terapêutica medicinal. Contudo, são necessários estudos 

farmacológicos e toxicológicos cuidadosos para comprovar sua eficácia terapêutica 

e segurança [1].  

Lectinas são proteínas obtidas na natureza, frequentemente encontradas na 

superfície celular ou em partículas intracelulares [2]. Elas possuem sítios de ligação 

específicos para os carboidratos e têm a capacidade de interagir com as moléculas 
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dos fluidos biológicos e aquelas presentes na superfície celular [3]. Lectinas podem 

substituir ligantes naturais e ativar respostas celulares através de diferentes 

caminhos de sinalização intracelular ou endocitose de compostos formados [4,5].  

Formas moleculares da lectina de sementes de C. mollis (Cramoll 1, Cramoll 

2, Cramoll 3 e Cramoll 4), foram amplamente purificadas e caracterizadas [6-8]. 

Cramoll 1,2 e Cramoll 4 são lectinas que ligam especificamente a glicose/manose, 

enquanto Cramoll 3 é uma glicoproteína galactose específica. As preparações que 

contenham isoformas (Cramoll-1,4) e isolectinas (Cramoll 1,2,3), bem como 

Cramoll 1 foram analisadas estruturalmente e utilizadas em aplicações 

biotecnológicas diversas [8, 9-16]. 

Andrade et al. [11] mostraram a atividade anti-tumoral usando lipossomas 

livres ou encapsuladas contendo a Cramoll-1,4. O uso terapêutico das lectinas no 

processo de reparo tecidual ainda é pouco estudado. Yasuoka et al. [16] utilizaram 

lectinas de Phaseolus vulgaris (PHA) e lectinas de sementes de Canavalia 

ensiformis, Concanavalina A (Con A) em úlceras intestinais induzidas por 

indometacina em ratos, observou-se um reparo tecidual mais rápido dos animais 

tratados com lectinas.  

A utilização de raios gama é um método alternativo para a 

esterilização/descontaminação de produtos e matérias-primas. No entanto, um dos 

principais problemas da irradiação é a ocorrência de novos radicais durante o 

processo. A irradiação não é um substituto para o não cumprimento de Good 

Manufacturing Practices (GMP). Na verdade, ela deve ser uma parte da GMP [17-

20].  

O processo de radiação gama não pode resultar em um produto radioativo 

ou deixar qualquer radioatividade residual. Os micro-organismos são mortos ou 

como resultado da destruição de uma molécula ou por reação química dos 

compostos resultantes das radiações. A aplicação mais usada de tratamento é a 

radiação gama no controle dos níveis de contaminação microbiana de alimentos e 

muitos outros produtos, como medicamentos e cosméticos [17]. 

Segundo a United States Pharmacopeia (USP), preparações de aplicação 

tópica não devem conter carga microbiana superior aos limites admissíveis. Em 

muitos casos, os organismos agressores em um produto cosmético são 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Ambos são especialmente suscetíveis 

à energia da radiação em doses muito baixas, que muitas vezes significa que o 
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efeito da radiação sobre o produto é insignificante [21]. Os produtos cosméticos 

podem ser contaminados durante a fabricação por micro-organismos existentes no 

ambiente ou nas matérias-primas. 

Na farmacopeia os limites microbiológicos são recomendados nas diretrizes 

para uma variedade de preparações cosméticas. Geralmente, a dose de radiação 

gama preferido para alcançar esses níveis varia entre 5 e 15 kGy [18]. No entanto, 

para compreender e estudar profundamente a irradiação em doses mais elevadas 

(100 kGy) pode ser utilizada.  

A radiação gama pode penetrar o material de embalagem e embalagens 

fechadas contendo produtos acabados e assim, destruir os micro-organismos 

existentes. Descontaminação por radiação gama está ganhando atenção cada vez 

maior na produção de cosméticos [20].  

O Co60 é comumente utilizado para irradiação gama, podendo ser utilizado 

para cosméticos. Visando a redução do teor microbiológico, este método da 

irradiação gama não deixa resíduos que podem ser prejudicias para os 

trabalhadores ou os consumidores. O uso do Co60 também provou ser uma técnica 

eficaz na redução da poluição ou contaminação da flora fúngica de plantas 

medicinais [22].  

É interessante notar que, em diferentes situações experimentais, 

caracterizadas por diferentes espécies de plantas, materiais biológicos e, portanto, 

condições de tratamento também diferentes, é necessário confirmar a estabilidade 

química da amostra, bem como a redução ou a inativação da carga microbiana 

nele contida [22-24].  

O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma formulação (gel) da 

Cramoll-1,4 sob efeito de descontaminação por radiação gama para uso como um 

produto biofarmacêutico, mantendo as propriedades hemaglutinantes da lectina.  

 

  

METODOLOGIA  

 

Purificação da Lectina  

Um extrato de sementes de C. mollis (10% v/v preparada em NaCl 0,15 M) 

foi fracionado com sulfato de amônio (40-60% v/v) e a fração obtida foi submetida à 

cromatografia de afinidade em Sephadex G-75. Cramoll-1,4 foi bioseletivamente 



69 

 

 

 

eluída com uma solução de 0,3 M D-glicose em NaCl 0,15 M, dialisada com NaCl 

0,15 M, durante 24 horas e liofilizada segundo Correia & Coelho [7].  

 

Atividade Hemaglutinante  

Atividade Hemaglutinante (HA) é definida como a menor diluição da amostra 

que resulta em hemaglutinação [7]. Eritrócitos de coelho tratados com glutaraldeído 

foram obtidos conforme descrito por Bing et al. [25]. Foi empregada a dose total de 

15 kGy para todas as amostras irradiadas. Todas as preparações foram analisadas 

para a atividade de hemaglutinação e o teor de proteínas foi determinado por 

espectrofotometria de acordo com Lowry et al. [26], utilizando uma curva de 

calibração de BSA (Bovine Serum Albumin) como padrão (0 - 500 mg/ml). Para 

cada amostra a avaliação da HA foi feita em triplicata.  

 

Formulação em Gel 

Para todos os experimentos, o Carbopol foi usado como um veículo (pó de 

polímero).  O polímero foi suspenso em solução tampão de ácido bórico (pH 6,0) a 

25° C. Este pH foi escolhido porque é semelhante ao pH da pele. Soluções de 

Cramoll-1,4 foram adicionadas ao polímero em pó e estas foram dissolvidas em 

solução tampão de ácido bórico em quantidades necessárias para atingir 

concentrações de Cramoll-1,4 de finais de 50, 100, 200, 300 e 600 g em 100 g 

de gel. Embora nenhum conservante tenha sido utilizado, foi feito o uso de álcool 

96° GL. 

 

Irradiação do Gel 

  A irradiação foi realizada em temperatura ambiente usando Co60 células 

Gama 220 disponíveis na Universidade Federal do Rio de Janeiro, a uma taxa de 

dose de 7, 549 kGy h-1. As amostras (Cramoll-1,4 e formulação em gel de Cramoll-

1,4) em frascos de vidro foram irradiadas com doses de 10 e 100 kGy. Amostras 

irradiadas foram utilizadas como controle para detectar alterações físico-químicas, 

biológicas e microbiológicas resultantes da ação da radiação ionizante sobre os 

produtos. 
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Análise Reológica 

As medidas reológicas foram realizadas em um viscosímetro Brookfield, 

modelo LVIII, com cone-placa CP52 com sensor do eixo, com taxa de corte de 0 a 

200 (Hz) e temperatura controlada a 25 ºC com termostato TC501. 

 

Atividade Antimicrobiana in vitro  

 

Cepas e Meios 

As seguintes cepas de micro-organismos foram utilizadas para desenvolver 

este trabalho: Aspergillus niger ATCC 16404, Candida albicans ATCC 10231, 

Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633. As bactérias 

foram cultivadas em Ágar tripticase de soja e leveduras em Agar Sabouraud 

Dextrose. 

 

Validação do Método 

Inócuo de cada micro-organismo teste foi elaborado pela diluição seriada da 

suspensão de estoque. Em seguida 100 μL de cada organismo teste (Tabela 1) 

foram transferidos para placas de Petri contendo 100 μL do gel excipiente. Os 

meios de cultura (15 mL) foram adicionados a cada placa. Os fungos foram 

incubados a 22,5 ± 2,5° C e as bactérias em 32,5 ± 2,5° C. A. niger foi incubado 

durante 6-10 dias e leveduras durante 18-24 h. Todos os testes foram realizados 

em triplicata e só mais de 70% de níveis de recuperação foram considerados.  

 

Tratamento das Amostras 

Quantidades de 1,0 g de amostra foram adicionadas em frascos 

esterilizados que foram propositalmente contaminados com 100 μL de cada cepa 

de micro-organismo (Tabela 2) separados e submetidos a doses de 10 e 100 kGy 

de radiação gama provenientes de fonte de Co60. Após esse tratamento, 1 mL de 

cada amostra foi transferido para placa de Petri e preparado para contagem 

microbiana (Tabela 1).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A análise microbiológica (Tabela 1) demonstrou que todos os micro-

organismos foram recuperados de forma eficiente, promovendo a validação do 

método empregado para avaliar o efeito de raios gama nas amostras. A Tabela 2 

mostra que doses de 10 e 100 kGy de raios gama foram eficientes para o 

tratamento de amostras previamente contaminadas. Estes resultados corroboram 

com a literatura internacional sobre o uso da irradiação para a descontaminação. 

Os resultados sugerem o uso rotineiro de radiação gama para a descontaminação 

de cosméticos e biofármacos, o que está de acordo com as observações de Maher 

& Dietz [27] que afirmam que a irradiação tem papel cada vez mais importante na 

descontaminação de cosméticos e produtos medicinais. 

Tabela 1 – Recuperação de micro-organismos inoculados em amostras de gel. 

Micro-organismo Quantidade de Micro-organismos  
Inoculados (100 µL) 

Recuperação de 
Micro-organismos 

 
A. niger 

 

29 UFC 

 

84,3 % 

C. albicans 8 UFC 100,0 % 

E. coli 49 UFC 89,8 % 

P. aeruginosa 76 UFC 100,0% 

S. aureus 44 UFC 100,0 % 

B. subtilis 49 UFC 91,5 % 

 
 
 
Tabela 2 – Efeito dos raios gama nas amostras contaminadas.  

 

Dose de Raios Gama 

Micro-organismo 
Nenhum Tratamento 

(quantidade inicial do inócuo) 
10 KGy 100 KGy 

 

A. niger 

 

8,4 x 10
3
 UFC/g

 

 

<10 UFC/g 

 

<10 UFC/g 

C. albicans 7,1 x 10
3
 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 

E. coli 5,8 x 10
4
 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 

P. aeruginosa 7,6 x 10
4
 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 

S. aureus 5,4 x 10
4
 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 

B. subtilis 10
6
 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g 

 

Os resultados da análise reológica foram importantes, especialmente após a 

irradiação do gel. A análise (Figura 1) mostra a viscosidade aparente versos a taxa 

de cisalhamento para as amostras não irradiadas e irradiadas com 10 e 100 (kGy), 
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podendo ser observado que, para todas as amostras, a viscosidade aparente 

diminuiu com o aumento da dose de irradiação a uma taxa de cisalhamento 

constante, assim para uma dose de irradiação de 100 kGy a viscosidade foi 

20mPa.s (2,295 N/m) para todas as amostras. O que indica que a dose de 100 kGy 

não é recomendada uma vez que ela reduz a viscosidade do gel, que representa 

um dos fatores mais importantes no emprego desta formulação pois permite uma 

maior sedência do material ao tecido em estudo. 

 
            

2,285

2,290

2,295

2,300

2,305

2,310

0 50 100 150 200

Shear rate (1/s)

(N/m)

Sample not irradiated

Sample irradiated (10 KGy)

Sample irradiated (100 KGy)

 

Figura 1 – Análise reológica do gel mediante diferentes condições. Podendo ser 
observada a viscosidade aparente, que é aquela medida em um único ponto através de 
cisalhamento constante.  Observando-se uma redução da viscosidade com o aumento da 
dose de irradiação. 

 

Diversos aspectos fazem da formulação em gel uma apresentação ideal 

para o tratamento de lesões teciduais, tais como: biocompatibilidade, ausência de 

toxicidade, biodegradabilidade, aderência e absorção [28,29]. 
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Figura 2 - Avaliação da atividade hemaglutinante da Cramoll-1,4 nativa e em 
formulação em gel sob efeito de radiação na dose de 15 kGy. Os dados referem-se a 

comparações das amostras irradiadas ou não dentro de uma mesma concentração. 
 
 

O gel excipiente, como desejado, não apresentou atividade hemaglutinante. 

Entretanto, foi observado que a Cramoll-1,4, na concentração de 50 g, tanto a 

Cramol-1,4 nativa quanto a formulação sob o efeito da radiação perderam sua 

atividade hemaglutinante. No entanto à medida que aumentou a concentração da 

lectina (100 g) estas alterações não foram observadas. Entretanto, na 

concentração de 200 g, houve uma redução na atividade hemaglutinante na 

Cramoll-1,4 nativa e na formulação irradiada, no entanto, permitiu a manutenção de 

um bom título para a atividade hemaglutinante. 

A atividade hemaglutinante da Cramoll-1,4 gel em uma concentração de 300 

µg foi mantida após a irradiação enquanto a Cramoll-1,4 nativa a perdeu. A 

formulação irradiada na concentração de 600 µg de Cramoll-1,4 alcançou um nível 

indesejável de HA diferente de zero, como ocorreu com a forma nativa irradiada. 

Isto sugere que o gel tem um efeito ―protetor‖ sobre a Cramoll-1,4, especialmente 

contra hidrólise, podendo manter a atividade da lectina por mais tempo.     

Estes dados sugerem que a irradiação gama na dose de 15 kGy, na 

concentração de 300 g pode ser utilizada como processo alternativo para o 

controle microbiológico de medicamentos com base em Cramoll-1,4 e na 

manutenção de um título satisfatório de atividade hemaglutinante. 
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De acordo com os resultados obtidos in vitro, é possível elaborar um estudo 

in vivo, assim será possível avaliar o efeito desta formulação no processo de 

reparação tecidual, uma vez que vários estudos experimentais têm relatado o efeito 

do uso de lectinas manose-glicose na reparação de lesões cutâneas [30,31], 

mostrando-se eficazes como agentes terapêuticos e reduzindo o tempo de 

reparação tecidual. Foram avaliados efeitos sobre o reparo de lesões cutâneas em 

camundongos normais utilizando as isoformas 1 e 4 da lectina de Cratylia mollis 

[32] e em animais imunossuprimidos pelo emprego do Metotrexato, estudo 

realizado por  Melo et al. [33], os quais apresentaram suas lesões eficientemente 

reparadas e em menor tempo. 

 

 

CONCLUSÃO 

A formulação em gel irradiada da Cramoll-1,4 na concentração de 300 µg 

mostrou-se adequada para a manutenção da atividade hemaglutinante, o que 

sugere sua aplicação tópica in vivo. A irradiação com raios gama foi eficiente no 

controle microbiológico da formulação. Sugere-se a continuidade de estudos, 

principalmente quanto aos efeitos dessa formulação in vivo. 
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RESUMO 

A Cramoll-1,4 é uma lectina bem estudada. Entretanto, poucas pesquisas 

foram feitas sobre a sua biodistribuição. Neste estudo foram analisadas a 

radiomarcação e a biodistribuição da Cramoll-1,4 com Tc-99m. Os resultados 

mostraram que a Cramoll-1,4 é captada no intestino, metabolizada pelo fígado e 

excretada pelos rins e ainda que esta lectina não ultrapassa a barreira 

hematoencefálica e que a técnica nuclear pode ser útil para o desenvolvimento de 

drogas e biofármacos. 

 
Palavras-chave: Lectinas; cintilografia; farmacologia; radiofarmácia. 
 
 
ABSTRACT 

The Cramoll-1,4 lectin is a well studied. However, little research has been 

done on its biodistribution. This study analyzed the radiolabeling and biodistribution 

of Cramoll-1,4 with Tc-99m. The results showed that Cramoll-1,4 is captured in the 

intestine, metabolized by the liver and excreted by the kidneys and that this lectin 

does not cross the blood brain barrier and that nuclear technology can be useful for 

the development of drugs and biopharmaceuticals. 

 

Keywords: Lectins; scintigraphy; pharmacology; radiopharmacy. 
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INTRODUÇÃO 
 
Camaratu ou feijão Camaratuba (Cratylia mollis) é uma leguminosa da 

região semi-árida do Nordeste do Brasil. Lectinas são proteínas frequentemente 

encontradas em superfícies celulares ou em partículas intracelulares [1]. Possuem 

sítios de ligação específicos para carboidratos e têm a capacidade de interagir com 

moléculas de fluidos biológicos presentes em superfícies celulares [2]. Lectinas 

pode substituir ligações naturais e ativar respostas celulares através de diferentes 

caminhos de sinalização intracelular ou endocitose de compostos formados [3, 4]. 

O uso terapêutico das lectinas no processo de reparo de feridas cutâneas é ainda 

pouco estudado. 

Formas moleculares da lectina de sementes C. mollis (Cramoll 1, Cramoll 2, 

Cramoll 3 e Cramoll 4) têm sido altamente purificadas e caracterizadas [2, 5]. 

Cramoll 1, Cramoll 2 e Cramoll 4 ligam especificamente glicose/manose, enquanto 

Cramoll 3 é uma glicoproteína galactose-específica. Preparações contendo as 

isoformas (Cramoll-1,4) e isolectinas (Cramoll 1,2,3), bem como Cramoll 1, foram 

estudadas em análises estruturais e para as mais diversas aplicações 

biotecnológicas [6, 12]. 

Desde a descoberta do elemento Tecnécio, em 1947, tem sido usado para 

muitas finalidades. Entre os vários usos, o processo de marcação para as 

moléculas é a mais bem estabelecido. Cintilografia fornece um método de imagem 

tridimensional para localizar exatamente emissores gama em um procedimento não 

invasivo in vivo. Para a caracterização de drogas e biomoléculas, técnicas de 

imagem molecular são extremamente úteis para seguir a biodistribuição em 

estudos experimentais em animais [13]. Neste estudo, as isolectinas de Cramoll-1,4 

foram marcadas com Tc-99m para a avaliação da biodistribuição. 

 

 

METODOLOGIA 

 

Cromatografia 

Os processos de marcação foram feitos usando 150 μL de solução de 

Cramoll (isoforma 1,4) incubados com solução de cloreto de estanho (SnCl2) (80 

μL/mL) (Sigma-Aldrich) por 20 minutos em temperatura ambiente. Esta solução foi 
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incubada com 100 μCi (aproximadamente 300 μL) de tecnécio-99m (IPEN/CNEN) 

por 10 minutos, a fim de marcar a Cramoll-1,4 (aqui chamada apenas de cramol) 

com Tc-99m. 

A fim de caracterizar a marcação da cramol, cromatografia em camada fina 

(TLC) foi feita utilizando papel Whatman no. 1. A TLC foi realizada usando 2 μL de 

uma amostra utilizando-se a acetona (Proquimios) como fase móvel. A 

radioatividade das tiras foi verificada em um contador gama (Packard, Cobra II), 

conforme descrito na Tabela 1. 

 
 

Tabela 1 – Cromatografia crescente de Tc
99m

-cramol, comparação com percentual livre 
(Na

99m
TcO4). 

   
 Solvente Inferior (%) Superior (%) 
 
Tc

99m
 -cramol  

 
Acetona 

 
89.4 

 
10.6 

 

Na
99m

TcO4
 
 

 
Acetona 

 
0.3 

 
99.7 

 

Biodistribuição 

A biodistribuição foi feita usando rato Wistar macho. Neste sentido, o 

Conselho de Revisão Institucional e o Comitê de Ética Animal aprovaram o 

protocolo experimental para esse estudo. As amostras marcadas (3,7 MBq/0,2 mL) 

foram administradas após o cateterismo da veia jugular. Imagens planares foram 

obtidas uma hora após a injeção em uma Câmara Gamma Millennium (GE 

Healthcare, Cleveland, EUA). Foram obtidas contagens por 5min em uma janela de 

15% centrada em 140 KeV (Figura 1), podendo ser observados fígado (seta fina), 

rim (cabeça de seta) e bexiga (seta grossa).  

                                     
(a)                                           (b) 

                Figura 1. Biodistribuição da Cramol em rato. (a) vista anterior; (b) vista posterior.  
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Após a eutanásia, alguns órgãos foram removidos e pesados e a captação 

foi contada em um contador gama (Packard-Cobra II). Resultados foram expressos 

como a percentagem de dose injetada por órgão e por grama de tecido (Tabela 2). 

 
Tabela 2: Biodistribuição das amostras marcadas em rato. 

Órgãos % dose/órgão % grama/tecido 

Coração 2,98 1,78 

Pulmão direito 2,65 2,93 

Pulmão esquerdo 3,58 2,88 

Fígado 50,82 4,17 

Baço 4,28 3,69 

Estômago 1,44 0,38 

Intestino 15,38 23,30 

Rim direito 14,83 8,23 

Rim esquerdo 3,77 2,35 

Sangue 0,27 0,27 

 
 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Cromatografia 

Nesse caso, os resultados (Tabela 1) mostraram que a acetona pode ser 

usada para esta finalidade. Em um teste triplicado, todos os resultados foram muito 

próximos. O percentual livre foi eluído ao topo dos cromatogramas e a cramol ficou 

no fundo. Além disso, os resultados observados no cromatograma elucidaram a 

questão sobre a eficácia do processo de marcação, corroborando que a cramol foi 

eficientemente marcada com Tc-99m. 

 

Estudos de Biodistribuição 

Como foi observado na Figura 2 a cintilografia do Tc99m-Cramol 1 h após a 

injeção mostra fígado, rins e bexiga. A: vista anterior. B: vista posterior. 

Como pode ser visto grande parte da lectina foi processada pelo fígado. Isso 

é absolutamente normal, especialmente em drogas injetáveis, já que quase todas 

as drogas são metabolizadas pelo sistema hepático. A Tabela 2 mostra um 

acúmulo da lectina no intestino, o que é perfeitamente normal para a captação de 

uma proteína na imensa malha que representam as microvilosidades intestinais. Na 
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Figura 1 é possível observar que a excreção é realizada pelos rins e não ultrapassa 

a barreira hematoencefálica. E, neste caso, a lectina não representa um risco para 

a função cerebral. 

 

 

CONCLUSÃO 

A radiomarcação da Cramoll mostrou que a Cramoll-1,4 é absorvida pelo 

intestino, processada pelo fígado e excretada pelos rins e não ultrapassa a barreira 

hematoencefálica. Ela também mostrou que a técnica nuclear pode ser muito útil 

para o desenvolvimento de drogas e medicamentos.  
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RESUMO 

A regeneração corresponde à substituição das células lesadas por outras 

que apresentem a mesma morfologia e função. Para avaliação experimental de 

materiais que venham a favorecer o processo de reparo ósseo, são criados 

defeitos com dimensões que impeçam a regeneração espontânea. Para o 

desenvolvimento e emprego de novos fármacos se faz necessário o estudo sobre 

seus efeitos in vitro, que depende da formulação, concentração e dose de 

irradiação e in vivo da via e frequência de administração, desta forma é possível 

caracterizar os mecanismos fisiológicos e moleculares envolvidos na resposta e 

efeitos celulares. Neste sentido o objetivo deste estudo foi aplicar uma formulação 

biofarmacêutica da lectina de Cramoll-1,4 na concentração de 300 µg/100 µL em 

aplicação única sob radiação gama e avaliar o seu efeito sobre o processo de 

reparo ósseo em ratas. Histologicamente foi observado que o defeito ósseo 

apresentava-se revestido por tecido conjuntivo frouxo, rico em fibroblastos, 

constituindo uma faixa com espessura semelhante ao tecido ósseo original, 

competindo com sítio de neoformação óssea, impedindo o contato direto entre a 

formulação experimental e o tecido ósseo, sendo possível concluir que a apesar da 

sua eficácia comprovada em experimentos sobre reparo de lesões de pele, 

podemos afirmar que, no que diz respeito à formulação empregada não promoveu 

estimulação óssea, que favorecesse o processo de reparação tecidual, uma vez 
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que houve interferência direta do reparo do tecido conjuntivo frouxo, impedindo o 

contato direto do material implantado com a interface óssea. 

 

Palavras-chave: Produtos naturais; gel irradiado; Cramoll-1,4; reparo ósseo. 

 
 
ABSTRACT 

Regeneration corresponds to the replacement of damaged cells with ones 

that have the same morphology and function. For experimental evaluation of 

materials that may favor the process of bone healing, defects are created with 

dimensions that prevent spontaneous regeneration. For the development and use of 

new drugs is necessary to study its effects in vitro, which depends on the 

formulation, concentration and rate of irradiation in vivo and the route and frequency 

of administration, thus it is possible to characterize the physiological and molecular 

mechanisms involved in the response and cellular effects. In this sense the 

objective of this study was to apply a formulation of biopharmaceutical lectin 

Cramoll-1,4 at a concentration of 300 μg/100 μL in a single application in gamma 

radiation and to assess its effect on the process of bone repair in rats. Histologically 

it was observed that the bone defect is coated by loose connective tissue rich in 

fibroblasts, providing a range similar to the thick bone original, competing with site 

of new bone formation, preventing direct contact between the formulation and 

experimental bone tissue, as can be concluded that despite its proven effectiveness 

in experiments on the repair of skin lesions, we can say that, with regard to the 

formulation used did not promote bone stimulation, which would promotes the tissue 

repair process, since there was direct interference of loose tissue repair, preventing 

direct contact of the implant with the bone interface. 

 

Keywords: Natural products; irradiated gel; Cramoll-1,4; bone repair. 

 

 

INTRODUÇÃO 

Atualmente a traumatologia vem procurando novos métodos para uma 

reparação óssea mais eficiente. Neste sentido, muitas pesquisas têm sido 

desenvolvidas objetivando melhorar o processo de reparo ósseo, estudos estes 
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que envolvem não apenas técnica cirúrgica, mas também a utilização de recursos 

biológicos e moleculares (BARROS, 2006).  

O reparo ósseo envolve uma complexa cascata de respostas biológicas, 

sendo afetada por fatores locais e externos e regulado pela interação de diferentes 

mecanismos. Estando o aumento ou decréscimo da capacidade de reparação 

óssea diretamente relacionada a alterações ocorridas na remodelação (AMADEI et 

al., 2006).  

A regeneração óssea é entendida como sendo a substituição das células 

lesadas por outras idênticas morfológica e funcionalmente.  No osso, lesões com 

dimensões pequenas são reparadas com facilidade, sem deixar cicatriz fibrosa, 

uma vez que uma característica peculiar desse tipo de tecido é dispor de um 

mecanismo reparador semelhante ao da osteogênese embriológica (SEAL et al., 

2001). Entretanto a capacidade regenerativa do tecido ósseo é limitada pela 

extensão da lesão, neste sentido defeitos ósseos extensos ocasionados por 

trauma, tumores, infecções e anomalias de desenvolvimento, não se regeneram 

espontaneamente, representando um desafio para a comunidade científica 

(MENDONÇA, 2004).  

Segundo SCHIMITZ & HOLLINGER (1986) em todo estudo experimental, 

deve ser estabelecido um defeito de tamanho crítico (CSD – Critical Size Defect), 

que é definido como o menor defeito intraósseo que não cicatrizará 

espontaneamente por toda a vida do animal, ocorrendo a formação de tecido 

conjuntivo fibroso e não formação óssea. De acordo com SEO et al. (2008) são 

considerados defeitos críticos em roedores experimentais lesões com diâmetro 

maior do que 2,7 mm.  

Lectinas representam um grupo de proteínas estruturalmente heterogêneo, 

glicosiladas ou não, de origem não imune que possuem a capacidade de 

reconhecer pelo menos um sítio de ligação reversível a monossacarídeos ou 

oligossacarídeos específicos (LIS & SHARON, 1990). As superfícies celulares são 

ricas em glicoproteínas (receptores glicosídicos) que potencialmente interagem 

com as lectinas através da porção glicídica; esta interação lectina-célula é a base 

molecular que pode desencadear várias alterações biológicas nos organismos 

(ISIDRO et al., 2001). 

Quanto ao uso de lectinas glicose-manose no processo de cicatrização, as 

lectinas de Canavalia brasilensis, Dioclea violacea (SCHIRATO et al., 2004), 
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Cratylia mollis e Canavalia ensiformis (ALBUQUERQUE et al., 2006) tem sido 

utilizadas em esquemas de tratamento tópico mostrando-se eficazes como agentes 

terapêuticos.  

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficácia da utilização da 

formulação em gel irradiado da lectina de Cratylia mollis (isoformas 1 e 4) em 

defeitos ósseos induzidos experimentalmente em ratas, considerando-se a redução 

do tempo de reparo tecidual e as características histológicas do processo de reparo 

em relação ao tratamento experimental aplicado, avaliação da bioquímica sérica e 

dosagem mineral óssea. 

 
 
METODOLOGIA 
 

Formulação em Gel Irradiado da Cramoll-1,4 
 

O Carbopol foi usado como veículo, suspenso em tampão de ácido bórico 

(pH 6,0) a 25° C. Após extração e purificação, soluções de Cramoll-1,4 foram 

adicionadas em quantidade necessária para atingir a concentração final de 300 g 

em 100 L de gel. A irradiação foi realizada em temperatura ambiente usando 

Cobalto-60 na dose de 15 kGy (LIMA-RIBEIRO et al., 2010). 

 

Seleção e Tamanho da Amostra 

 

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram submetidos 

e aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da Universidade 

Federal de Pernambuco (Processo N°. 016036/2007-10). 

Foram utilizados 12 ratos (Rattus norvergicus) albinos, fêmeas da linhagem 

Wistar, a partir dos 90 dias de idade, pesando em média 300 ± 50 g, sendo 

produzidos dois defeitos críticos em cada animal, aonde cada animal era controle 

de si mesmo e para cada período experimental (15, 30, 45 e 60 dias de pós-

operatório) foram submetidos à eutanásia três animais. 

 

Indução do Defeito Crítico 

Os animais foram pré-anestesiados com sulfato de atropina na dose de 0,04 

mg/kg/IM. Após dez minutos foi empregada uma associação anestésica do 

Cloridrato de quetamina 10% (90 mg/kg) e do Cloridrato de xilazina 2% (10mg/kg), 
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por via intramuscular. Foi realizada a tricotomia da calvária do rato e a anti-sepsia 

com solução alcoólica de polivilpirrolidona iodo 10%, seguida de anestesia local 

com bupivacaína 2.000 UI e secção da pele e tecido subcutâneo. Foram 

produzidas duas cavidades ósseas circulares (em cada região parietal), utilizando-

se uma broca de trefina com cinco mm de diâmetro (Figura 1). 

                                          
Figura 1: Indução do defeito 
crítico. Produção de duas 

cavidades ósseas circulares 
(em região parietal) medindo 5 
mm de diâmetro. 

 

Uma das cavidades foi preenchida com o tratamento experimental, enquanto 

que a outra foi preenchida com gel excipiente como controle. Posteriormente, as 

duas cavidades foram cobertas por uma membrana de celulose reabsorvível 

(Bionext®), para que não ocorresse a passagem do material de uma cavidade para 

a outra. Os planos superficiais foram suturados. 

No pós-operatório imediato, os animais foram mantidos em ambiente sem ar 

condicionado e submetidos a aquecimento através de uma fonte de luz, evitando-

se hipotermia, depressão cárdio-respiratória e óbito, tomando-se o cuidado de 

proteger os olhos com uma gaze umedecida em solução fisiologia (NaCl 0,9%) 

(Figura 2). 

                                   

Figura 2: Cuidados pós-operatórios. 

Animais mantidos em ambiente sem ar 
condicionado e submetidos a aquecimento 
através de uma fonte de luz. 
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Também foi instituída analgesia imediatamente após o término da cirurgia 

através da administração de Dipirona sódica (0,15 mg/kg) por via intramuscular e 

manutenção por mais três dias consecutivos, adicionada à água de beber (40 

mg/kg).  

Não foi realizada a administração de antibiótico uma vez que foram 

adotadas medidas profiláticas de controle de ambiente em sala de cirurgia 

asséptica, uso de Equipamentos de Proteção Individual (EPI) estéreis e adequados 

ao procedimento cirúrgico e anti-sepsia da área a ser operada. Os animais foram 

acompanhados diariamente quanto a sinais de dor (pelos eriçados e anorexia), 

alterações de comportamento (apatia e sonolência) ou alterações neurológicas 

(deambulação e desvio de cabeça) que poderiam evidenciar algum dano 

neurológico e/ou infeccioso. Apesar de ser uma cirurgia invasiva, os animais 

apresentaram comportamento normal da espécie e ingestão de alimento e água. 

 

Eutanásia e Coleta de Amostras 

Nos períodos pré-estabelecidos a partir das 8:00h, com jejum alimentar de 

duas horas os animais foram anestesiados, sendo coletados 4 mL de sangue de 

cada animal por punção cardíaca em tubos de ensaio estéreis. Em seguida foi 

administrada dose excessiva de Tiopental sódico, por via intraperitoneal, para 

conclusão da eutanásia.  

 

Bioquímica Sérica 
 

Cálcio, Fósforo e Magnésio  
 

A determinação dos níveis de cálcio foi realizada pelo Método Arzenazo III 

Diasys, a determinação do fósforo através do Método Mobilidato UV Diasys e a 

determinação do magnésio através do Método de Xilidil Diasys. 

 

Albumina e Fosfatase alcalina 
 

Foram realizadas pelo Método de Automação Architect em soro sanguíneo. 
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Dosagem Mineral Óssea - Proporção de Ca, P e Mg  

 Foram reservadas as tíbias esquerdas de cada animal, depositadas 

individualmente em cadinhos de porcelana em estufa a uma temperatura de 100 ºC 

durante duas horas. A metodologia empregada foi a Espectrofotometria de 

Absorção Atômica (MODELO SHIMADZU AA-6.300).  

 

Obtenção e Processamento de Material para Análise Histológica do Reparo 

Ósseo 

 A calota craniana foi retirada, imersa em solução de formaldeído 10% em 

PBS (solução salina isotônica, tamponada com fosfato de sódio), pH 7.2-7.4 por, no 

mínimo, 24 horas. Após a fixação, as calotas foram descalcificadas em solução de 

ácido nítrico 10% durante 2 horas à temperatura de 60° C. Em seguida, foram 

lavadas em água destilada, desidratadas em bateria crescente de álcool, 

diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. As amostras foram seccionadas em 

cortes semiseriados de 5µm de espessura e coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) 

e Tricrômico de Masson (TM).  

 

Estatística 

A análise estatística consistiu na comparação dos níveis médios de 

albumina, fosfatase alcalina, cálcio, potássio e magnésio segundo os diferentes 

períodos experimentais, utilizando o teste t de Student para amostras 

independentes, adotando significância estatística de 5% (p-valor < 0,05). O 

software utilizado para análise de dados foi o STATA na versão 9.0.  

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

           

A seguir (Figura 3) foram realizadas as Médias ± Desvio Padrão das 

dosagens séricas de Albumina (ALB.), Fosfatase Alcalina (F.A.), Cálcio (Ca+), 

Fósforo (P) e Magnésio (Mg) nos períodos experimentais.  
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Figura 3. Níveis médios séricos de albumina, fosfatase alcalina, cálcio, fósforo e magnésio 
segundo os diferentes períodos experimentais.   

 

Os valores séricos encontrados (Figura 3) estão dentro dos limites 

estabelecidos por MITRUKA & RAWNSLEY (1977), apresentando uma diferença 

relacionada aos valores da fosfatase alcalina (56,8 – 128 U/L), enquanto que em 

todo período experimental a dosagem da fosfatase alcalina foi bastante elevada 

(214,0 – 286,0 U/L).  
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Os níveis de fosfatase alcalina (Figura 3) não se mostraram diferentes 

quando comparados os períodos experimentais. Em média o grupo com 135 dias 

(45 dias de pós-operatório) teve o maior nível de fosfatase alcalina. Entretanto, 

esse nível sempre esteve acima do que foi estabelecido pela BASELINE 

HEMATOLOGY AND CLINICAL CHEMISTRY VALUES FOR CHARLES RIVER 

WISTAR RATS para fêmeas entre 19 – 21 semanas de idade (1993) (39 – 177 U/L) 

e (39 – 216 U/L) estabelecido por OLFERT et al. (1993) o que pode ser justificado 

pelo fato das coletas terem sido realizadas após 105 dias (15 dias de dias de pós-

operatório), o que coincide com a fase de produção da matriz colágena havendo 

uma maior produção de fosfatase alcalina (STEIN & LIAN, 1993).   

Analisando as medidas de albumina (Figura 3) nos quatro períodos 

experimentais, observa-se que há um aumento na média no grupo de animais 

sacrificados aos 120 dias (30 dias de pós-operatório) quando comparados aos 

outros grupos, porém a diferença não foi estatisticamente significante. A média de 

albumina em todos os períodos experimentais variou entre 4,1 e 4,4 g/dL, com 

grande variabilidade no grupo com 30 dias de experimentação. 

No que se refere ao nível de cálcio (Figura 3), aos 120 dias (30 dias de pós-

operatório) teve média de 10,7 mg/dL de cálcio, sendo a diferença estatisticamente 

significativa quando comparados aos grupos com 105 dias (15 dias de pós-

operatório) (p = 0,050) e 60 dias de experimento (p = 0,048).  Avaliando o 

comportamento, houve um aumento significativo do cálcio aos 120 dias (30 dias 

pós-operatório), diminuindo a concentração aos 150 dias (60 dias de pós-

operatório). 

Apesar da variação encontrada, os níveis de cálcio foram mantidos dentro 

dos valores de referência estabelecidos por MITRUKA & RAWNSLEY (1977) (7,2-

13 mg/dL) o que segundo TAKADA et al. (1997); SWENSON & REECE (1993) e 

NORDIN (1997) é esperado, uma vez que a concentração sérica de cálcio se 

mantém constante e somente em circunstâncias extremas como desnutrição ou 

hiperparatireoidismo, a concentração sérica desse mineral na sua forma ionizada 

sofre alterações.  

De acordo com COHEN & ROE (2000) 80% do cálcio plasmático são 

encontrados ligados à albumina. Neste sentido o total de cálcio deve ser sempre 

interpretado juntamente com as concentrações de albumina. O que pode ser 
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facilmente observado na Figura 3, quando relacionamos as alterações nos níveis 

de cálcio e albumina nos períodos experimentais.  

Em relação ao fósforo (Figura 3) os níveis não variaram entre diferentes 

tempos de acompanhamento, tendo em média uma concentração entre 5 e 6 

mg/dL em todos os grupos experimentais, estando dentro dos parâmetros 

estabelecidos como normais (5,3-8,3 mg/dL) por NICHOLS (2003), apresentando a 

proporção de 2:1 de cálcio e fósforo, adequada à espécie em estudo permitindo um 

boa absorção do cálcio a nível intestinal e manutenção do equilíbrio homeostático 

(SWENSON & REECE, 1993). 

Os níveis médios de concentração de magnésio (Figura 3) reduziram 

quando avaliados os grupos com maior tempo após a intervenção. Observa-se que 

aos 105 dias (15 primeiros dias após a indução do defeito crítico), em média a 

concentração de magnésio foi de 3,1 mg/dL, reduzindo significativamente (p = 

0,001) quando comparado ao grupo com 120 dias (30 dias de pós-operatório). Aos 

150 dias (60 dias de pós-operatório ) os níveis de magnésio foram estatisticamente 

menores quando comparados ao momento inicial. Entretanto, os níveis 

encontrados durante o período experimental estavam acima dos níveis 

considerados normais por NICHOLS (2003) (1,6 mg/dL) e dentro dos valores 

estabelecidos por BAUCK & BIHUM (1997) (2,6 – 3,11 mg/dL). 
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Figura 4. Dosagem mineral óssea percentual de cálcio, fósforo e magnésio 
segundo os diferentes períodos experimentais. 
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No que diz respeito à relação entre a dosagem mineral óssea e o tempo de 

experimentação (Figura 4) esta não se modifica em nenhum dos parâmetros, 

permanecendo por todo período experimental entre 1,9 – 2,35% de cálcio, 8,7 – 

9,8% de fósforo e 0,17 – 0,21% de magnésio.  

Analisando a Figura 4, observa-se que a relação da dosagem mineral óssea 

com o tempo de experimentação não se modifica em nenhum dos parâmetros, 

permanecendo por todo período experimental entre 1,9 – 2,35% de cálcio, 8,7 – 

9,8% de fósforo e 0,17 – 0,21% de magnésio.  

   
Figura 5 - Micrografia de tecido conjuntivo ósseo de ratas, submetidas à indução de defeito 

crítico em osso parietal. Coloração Hematoxilina-Eosina. Aumento 100. a – Animal do grupo 
controle aos 105 dias (15 dias de pós-operatório), com presença de infiltrado inflamatório em 
tecido conjuntivo frouxo (cabeça de seta), área de necrose (seta) e visualização da membrana de 
celulose (seta grossa). b – Animal do grupo tratado aos 120 dias (30 dias de pós-operatório) 
apresentando tecido conjuntivo frouxo com fibroblastos (seta) e osteócitos (seta grossa), sem 
alteração na celularidade óssea. Evidenciando o completo afastamento promovido pelo tecido 
conjuntivo frouxo ―sequestrando‖ o material implantado impedindo o contato direto do material com 
a interface óssea.  

 

Na Figura 5 podem ser observadas micrografias de lâminas coradas pela 

Hematoxilina-Eosina de animais do grupo controle (Figura 5a) aos 105 dias (15 

dias de pós-operatório) e tratado (Figura 5b) aos 120 dias (30 dias de pós-

operatório) apresentando tecido conjuntivo frouxo com infiltrado inflamatório agudo, 

presença de fibroblastos e tecido ósseo com osteócitos, sem alteração na 

celularidade. Também foi evidenciado o completo afastamento promovido pelo 

tecido conjuntivo frouxo (Figura 5a,b) que ―sequestrou‖ o material implantado, 

impedindo o contato direto do material com a interface óssea e consequentemente 

dificultando o estímulo que poderia ser promovido pela ação da lectina a alterações 

na celularidade. Uma vez que o emprego de proteínas que se ligam a resíduos de 

carboidratos foi proposto para o desenvolvimento e modulação de eventos como 

comunicação, diferenciação e proliferação celular (MOREIRA et al., 1991; CAVADA 

et al., 1998; GABIUS & GABIUS, 2002). 

b a 
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15 DIAS 
 

  
 
 
 
 
 

30 DIAS 

  
 
 
 
 
 

45 DIAS 
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Figura 7 – Micrografia de tecido conjuntivo ósseo de ratas, submetidas à 
indução de defeito crítico em osso parietal. Coloração Tricrômico de Masson. 

Aumento 200. a – GC aos 15 dias de pós-operatório, com colágeno frouxo, 
disperso no infiltrado inflamatório (seta), tecido conjuntivo frouxo afastando o 
material do tecido ósseo (seta dupla). b – GT aos 15 dias de pós-operatório, 
apresentando colágeno frouxo, disperso no infiltrado inflamatório, incorporado ao 
gel (seta fina) e presença de osteócito (seta grossa). c – GC aos 30 dias, 
apresentando fibras colágenas mais densas (seta). d – GT aos 30 dias, presença 
de necrose focal (seta) e fibras colágenas mais densas (seta grossa). e –  GC aos 
45 dias, apresentando colágeno denso (seta) e ausência de infiltrado inflamatório. f 
– GT aos 45 dias, ausência de infiltrado inflamatório, presença de fibras colágenas 

densas (seta) e evidência do completo afastamento do tecido conjuntivo frouxo, 
com o material implantado do tecido ósseo (seta dupla). g – GC aos 60 dias com 
presença de fibroblastos, sem reparo ósseo (seta) presença de osteócitos (seta 
grossa). h – GT aos 60 com presença de fibroblastos intensa (seta), sem 

reparação tecidual (seta grossa) evidenciando a borda do defeito ósseo induzido. 

a b 

d c 

f e 

h g 
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Na Figura 6 podem ser observadas micrografias de lâminas coradas pelo 

Tricrômico de Masson aos 60 dias de pós-operatório que tanto do grupo controle 

como do grupo experimental os defeitos ósseos mostraram-se revestidos por tecido 

conjuntivo denso, rico em fibroblastos, competindo com sítio de neoformação 

óssea, impedindo o contato direto entre a formulação experimental e o tecido 

ósseo. O que representa situação semelhante à encontrada em um dos grupos 

experimentais estudados por ALMEIDA et al. (2010), trabalhando com polímero de 

mamona. Segundo ALMEIDA et al. (2000) a interposição de células não 

osteogênicas na área do defeito cirúrgico impede a migração de células com 

potencial osteogênico, interferindo diretamente no processo de reparo ósseo.  

 O princípio da regeneração óssea é que o processo de reparo ósseo ocorre 

através da competição entre as células ósseas e do tecido conjuntivo visando à 

colonização e preenchimento do defeito crítico, o que representa um dos princípios 

da engenharia tecidual (BUSER et al., 1993; PECORA et al., 1997; WIKESJÖ e 

SELVIG, 1999).  

Segundo MONTEIRO et al. (2010) em estudo empregando Plasma Rico em 

Plaquetas em formulação em gel, no tratamento de falhas em osso parietal de 

camundongos aos 90 dias de pós-operatório os defeitos ( 6 mm)  não estavam 

completamente preenchidos e que mesmo com o incremento no processo de 

reparação óssea este não foi suficiente para reparação total do defeito. 

De acordo com FERREIRA et al. (2004) avaliando a capacidade de 

reparação óssea em defeito crítico de calvárias de ratos empregando um pool de 

proteínas morfogenéticas bovinas ligado à hidroxiapatita sintética absorvível 

microgranular, observaram histogicamente que nos períodos de 1 a 3 meses, os 

defeitos estavam preenchidos por tecido conjuntivo fibroso e inúmeros focos de 

reação granulomatosa do tipo corpo estranho, ao redor de aglomerados de 

hidroxiapatita, inibindo a formação óssea. 

Segundo ALMEIDA et al. (2000) a interposição de células não osteogênicas 

na área do defeito cirúrgico impede a migração de células com potencial 

osteogênico, interferindo diretamente no processo de reparo ósseo, como também 

foi observado em estudo realizado por ALMEIDA et al. (2006), avaliando o efeito do 

Plumbum metallicum 30ch, medicamento homeopático a base de chumbo, na 

reparação óssea em mandíbulas de ratos sem utilização de barreira mecânica, 

havendo presença de tecido muscular em diversos cortes histológicos.  
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O grau de danos aos tecidos conjuntivos frouxos adjacentes ao defeito 

ósseo interfere no modelo experimental de lesão óssea (SARTORI et al., 2008). 

Embora o tecido conjuntivo frouxo na espécie animal e região estudada ser 

bastante delgado, o grau de interferência do mesmo no reparo do tecido ósseo foi 

extremamente elevado, impedindo a ação direta da Cramoll-1,4 sobre tecido ósseo.  

 

 

CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos é possível concluir que não foram 

encontradas alterações significativas quanto às dosagens bioquímicas séricas e 

ósseas e quando presentes estavam relacionados ao efeito do trauma induzido. 

Apesar da eficácia comprovada do emprego das lectinas em experimentos sobre 

reparação de pele, podemos afirmar que, no que diz respeito à reparação do tecido 

ósseo a Cramoll-1,4 em formulação em gel irradiado na concentração de 300 

µg/100 µl não promoveu estimulação óssea que favorecesse o processo de reparo, 

uma vez que houve interferência direta do reparo do tecido conjuntivo frouxo, 

impedindo o contato direto do material implantado com a interface óssea. 
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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo investigar a eficiência de reparação da 

lectina hidrogel em um modelo animal para queimaduras de segundo grau. Vinte 

ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos (G1 = tratamento com hidrogel 

contendo 100 µg/mL da isolectina Cramoll-1,4 e G2 = grupo controle, hidrogel). Os 

resultados mostraram que hidrogel de isolectina promove tecido de granulação, 

menor reepitelização e maior percentual de contração da queimadura térmica em 

comparação com o veículo usado como um controle. A análise histológica da 

reparação das queimaduras de segundo grau tratadas topicamente com isolectina 

confirma estas observações. Não houve diferenças significativas nos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos analisados. Estes resultados estendem o potencial de 

aplicações terapêuticas para Cramoll isolectin 1,4 que pode ser usado em 

combinação com outros produtos derivados no tratamento de queimaduras 

térmicas. 

 

Palavras-chave: Hidrogel; Cramoll-1,4; queimaduras de 2° grau; reparação 

tecidual. 
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ABSTRACT 

This study aimed to investigate the efficiency of repair of the hydrogel lectin 

in an animal model for second-degree burns. Twenty rats were randomly divided 

into two groups (G1 = treatment with hydrogel containing 100 µg/mL of isolectina 

Cramoll-1,4 and G2 = the control group, hydrogel). The results showed that 

hydrogel isolectina promotes granulation tissue, epithelialization and less 

contraction of the highest percentage of thermal burn compared with the vehicle 

used as a control. Histological analysis of repair of second-degree burns treated 

topically with isolectina confirms these observations. There were no significant 

differences in biochemical and hematological parameters analyzed. These results 

extend the potential therapeutic applications for isolectin Cramoll-1,4 that can be 

used in combination with other products in the treatment of thermal burns. 

 

Keywords: Hydrogel; Cramoll-1,4; Thermal burns 2nd degree; Tissue repair. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Desde a pré-história, plantas e seus derivados foram usados para tratar 

feridas. Cramoll-1,4 é uma lectina extraída de sementes de Cratylia mollis Mart, 

uma planta nativa do nordeste do Brasil. A Cramoll-1,4 é específica para 

glicose/manose. Quatro formas múltiplas foram purificadas a partir de C. mollis - 

Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4 e preparações que contenham várias 

formas combinadas como as de 1 e 4, com o nome Cramoll-1,4 [1]. Estudos têm 

demonstrado que a Cramoll-1,4 é capaz de: i) isolar glicoproteínas do plasma 

humano [2], ii) com a caracterização transformar tecido mamário [3], iii) induzir 

atividade mitogênica em linfócitos humanos [4], iv) produzir IFN- e óxido nítrico [5] 

e v) atividades antitumorais [6]. 

Queimaduras são um dos problemas de saúde nas sociedades modernas e 

danos irreparáveis podem estar associados a muitos problemas para os pacientes 

e suas famílias [7]. As queimaduras são classificadas por sua profundidade e 

gravidade, tais como 1°, 2°, 3° e 4° graus. A reação fisiopatológica a uma 

quaimadura é complexa e varia de acordo com a causa (térmica, elétrica, química 

ou radiação). Em lesões térmicas mudanças na queimadura são causadas 
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principalmente pelos efeitos diretos do calor, mas sobreposto a essas mudanças 

tem-se um processo inflamatório agudo. É este último que representa os efeitos 

devastadores e generalizados e queimaduras graves alteram a função 

homeostática todo o corpo [8]. Além da morbidade fisiológica da queimadura esses 

tipos de lesões são associados a um enorme fardo financeiro sobre o sistema 

público de saúde. 

A fim de aliviar a dor da queimadura e minimizar o número de trocas de 

curativos, vários estudos têm sido realizados em busca de formulações que ajudem 

no reparo tecidual. O advento das ataduras secas teve início no século XIX devido 

à teoria dos germes de autoria de Louis Pasteur. No século XX, com os avanços no 

conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no reparo da lesão tecidual, a 

teoria de que as feridas em um ambiente úmido têm melhor capacidade de 

reparação foi desenvolvida [9]. Neste sentido, com o objetivo de avaliar os efeitos 

da aplicação tópica de hidrogel contendo isolectina de Cramoll-1,4, este estudo 

investigou in vivo as características clínicas e histopatológicas de queimaduras de 

segundo grau térmicas demonstradas experimentalmente em ratos da linhagem 

Wistar. 

 

 

METODOLOGIA 

 

Cratylia mollis (Extração e Purificação)  

 

Lectina Cramoll-1,4 foi purificada a partir de 10% (w:v) de extrato de 

sementes de Cratylia mollis em NaCl 0,15 M [10]. As sementes (feijão camaratú) 

coletadas na cidade de Ibimirim, estado de Pernambuco, foram lavadas com água 

destilada, secas à temperatura ambiente e misturados em NaCl 0,15 M. Após 16 h 

de agitação delicada a 4° C, o extrato foi filtrado e centrifugado por 12 000 g. Foi 

então fracionado com Sulfato de amônio, dialisado com NaCl 0,15 M (fração 40-

60%) e foi realizada a cromatografada de afinidade em Sephadex G-75 M (Sigma 

Chemical Company) em coluna (70,0 x 1,9 cm) contendo 200 mL, equilibrada com 

NaCl 0,15 M. Após a aplicação da amostra, NaCl 0,15 M foi passada através da 

coluna até A280 nm que fosse inferior a 0,1; lectina foi eluída com 0,3 M de glicose 

em NaCl 0,15 M. Frações com maiores que A280 nm foram agrupadas, 
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exaustivamente dialisadas em tampão citrato fosfato e, em seguida, liofilizada. A 

lectina nativa tem 8,5-8,6 pI medido por focalização isoelétrica em gel de 

poliacrilamida e 31 Kda principais polipeptídeos. 

 

Hidrogel  

 

Polímero de Carbopol® foi usado como veículo. O polímero foi suspenso em 

tampão de Ácido bórico (pH 6,0) a 25° C. Soluções de Cramoll-1,4 foram 

adicionadas ao polímero em pó e dissolvidas em solução tampão Ácido bórico em 

quantidades necessárias para atingir Cramoll-1,4 numa concentração final de 100 

µg de gel/mL. Irradiação foi realizada à temperatura ambiente usando Co60 a 15 

kGy h-2 [11]. 

 

Avaliação da Atividade Hemaglutinante do Hidrogel Isolectina 

 

A atividade hemaglutinante foi realizada em placas de microtitulação de 

acordo com Correia & Coelho [10]. Amostras de hidrogel de isolectina e da 

isolectina nativa (50 L), irradiadas ou não, nas concentrações de 50 e 100 µg 

foram serialmente diluídas em 0,15 M NaCl antes de adicionar 5 L (v/v) de uma 

suspensão de eritrócitos de coelho 2,5% previamente tratada com glutaraldeído. O 

título foi expresso como a maior diluição mostrando atividade hemaglutinante. Para 

cada amostra a avaliação da atividade hemaglutinante foi feita em triplicata. 

 

Animais e Feridas Experimentais  

 

Animais  

 

Todos os animais receberam cuidados humanitários e estudos reportados 

neste manuscrito foram realizados em conformidade com as diretrizes para o 

tratamento de animais estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal. O estudo foi aprovado pela Comissão de Éticao em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (23076.015015/2009-31). 

Um total de 20 ratos Wistar (Rattus norvegicus, albinus), com 8-10 semanas de 

idade e pesando cerca de 250 ± 50 g foram utilizados neste estudo e tratados por 
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um período de 35 dias. Ração peletizada e água foram fornecidas ad libitum 

durante todo o experimento. 

 
Queimaduras 
 

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 (G1 e G2) 

e pré-anestesiados com Sulfato de atropina, 0,04 mg/kg-1 por via intramuscular. 

Depois de 10 minutos foi aplicada uma combinação anestésica através de uma 

injeção intramuscular de Cloridrato de xilazina 10 mg/kg-1 e Cloridrato de ketamina 

90 mg/kg-1 com posterior tricotomia do dorso pela tração direta dos pêlos (área 

aproximada de 3 cm2) (Figura 1A) e anti-sepsia com 1% de polivinilpirrolidona-iodo. 

Queimaduras foram causadas simetricamente através do contato com uma barra 

de alumínio (r = 10 mm), pré-aquecido a 100° C por 10s (Figura 1B). Após a 

indução do ferimento por queimadura e despertar do animal, a analgesia foi 

processada por meio de aplicação intramuscular Dipirona sódica (0,01 mg kg-1). As 

lesões foram observadas durante 35 dias consecutivos, seguida da aplicação de 

100 µL de hidrogel sobre a queimadura (Figura 1C). O Grupo-1 foi tratado com 

hidrogel contendo 100 µg de Cramoll-1,4. O Grupo-2 (controle) foi tratado com 

hidrogel sem lectina. 

                                 

Figura 1: Indução de queimaduras de segundo grau 
térmicas em ratos Wistar machos. A - tricotomia por 
tração direta dos pêlos da região dorsal do animal; B – 
queimadura térmica de segundo grau com r = 10 mm; C - 
tratamento de queimadura térmica usando 100 µL de 
hidrogel. 

 

Observações Patológicas 

 

Parâmetros Clínicos 

 

Superfícies de queimaduras foram avaliadas com base nos seguintes 

parâmetros durante 35 dias consecutivos: edema, exsudação, hiperemia e a 

C B A 
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firmeza da superfície da ferida, presença ou ausência de tecido de granulação e 

tecido cicatricial. Feridas foram consideradas fechadas se tecido de granulação 

úmido já não era aparente e as feridas pareciam cobertas com novo epitélio. O 

peso corporal foi determinado utilizando balança eletrônica (precisão g) no dia da 

indução de queimadura, bem como dia 7, 14, 21, 28 e 35 após a indução da 

queimadura. 

 

Quantificação da Retração da Ferida  

 

Todos os ratos foram examinados semanalmente sob anestesia para a 

observação de contratura da ferida. A retração da ferida foi avaliada nos dias 7, 14, 

21, 28 e 35 após a indução da queimadura. Contração da ferida foi expressa como 

percentual de redução no tamanho da ferida original. Percentual de contração da 

ferida no dia-X = [(área no dia 0 - área aberta no dia-X)/área no dia 0] x 100 [12]. 

 

Avaliações Bioquímicas e Hematológicas 

 

Com os animais devidamente anestesiados, foram coletados 4 mL de 

sangue por punção cardíaca nos dias 7, 14, 21, 28 e 35 após a indução 

queimadura para determinação bioquímica. Níveis de creatinina, uréia, 

transaminase glutâmica pirúvica, transaminase glutâmica oxalacética, transferase 

glutâmica gama, fosfatase alcalina, amilase, cálcio, protrombina e fibrinogênio 

foram determinados. Parâmetros hematológicos totais (eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas) foram determinados imediatamente após a coleta de sangue. Os 

animais foram então submetidos à eutanásia através de injeção intraperitoneal de 

30 mg kg-1 de Tiopental sódico. 

 

Histopatologia 
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Após a coleta, amostras de tecido foram fixadas em formol 4% (v/v) preparado em 

PBS (0,01 M, pH 7,2), seguido pelo processamento histológico através da inclusão 

em parafina, microtomia com cortes de 4 µm e coradas pelo Tricrômico de Masson 

e Hematoxilina-Eosina. A análise histológica foi realizada por análise descritiva 

comparativa dos grupos experimental em microscópio óptico binocular (Zeiss - 

modelo Axiostar) em que as características celulares e teciduais da pele foram 

avaliadas após a lesão térmica e padrão de reparação tecidual subsequente. 

 

Estatística 

 

Os dados foram analisados utilizando testes não-paramétricos. Para 

detectar diferenças entre os grupos, o teste de Mann-Whitney U foi usado. Todos 

os resultados foram expressos como valores médios de grupos ± desvio padrão e 

analisados considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Em geral, todos os animais estavam clinicamente bem (apresentando 

comportamento normal da espécie e ingestão de alimentos e água) durante os 

experimentos. Não foi observado sangramento durante a cirurgia. Nem os ratos 

em tratamento e nem os animais do grupo controle mostraram quaisquer 

alterações estatisticamente significativas no peso corporal ao longo dos 

experimentos, mostrando que a analgesia intituída foi adequada para a injúria 

provocada, uma vez que um dos principais sinais de dor está relacionado a 

alterações de comportamento e um dos mais expressivos é a anorexia [13]. 

 

Atividade Hemaglutinante 

 

Observou-se que a Cramoll-1,4, na concentração de 50 g, tanto a Cramol-

1,4 nativa quanto a formulação em gel, quando sob o efeito da radiação perderam 

sua atividade hemaglutinante. Esse efeito não foi observado à medida que a 

concentração da lectina foi de 100 g (Figura 2).  
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Figura 2: Avaliação da atividade hemaglutinante 
isolectina Cramoll-1,4 nativa e combinada com o 
hidrogel excipiente. Cra 50: Isolectina Cramoll-1,4 
Pura a 50 μg/mL. Cra 50 I: Isolectina Cramoll-1,4 
Pura a 50μg/mL irradiada (15 kGy h

-2
). Cra IG: 

Isolectina Cramoll-1,4 a 50 μg/mL associada com 
hidrogel e excipiente irradiados (15 kGy h

-2
). Cra 

100: Isolectina Cramoll-1,4 Pura a 100 μg/mL. Cra 
100 I: Isolectina Cramoll-1,4 Pura a irradiada (15 
kGy h

-2
). Cra 100 IG: Isolectina Cramoll-1,4 Pura a 

100 μg/mL associado com hidrogel e excipiente 
irradiados (15 kGy h

-2
). O título foi expresso como a 

maior diluição mostrando atividade hemaglutinante. 
Valores correspondem à Média ± SD. 

 
Vários aspectos fazem do hidrogel uma bandagem ideal para o tratamento 

de lesões teciduais, tais como: hidrofilicidade, biocompatibilidade, não toxicidade, 

biodegradabilidabilidade, fácil substituição, transparência, aderência, absorção, e 

prevenção de perdas de fluido corporal [14, 15]. Burd [16] avaliou o uso de 

curativos de folha de hidrogel no tratamento de feridas queimadas abrangentes, 

observando que o uso do hidrogel no tratamento de feridas queimadas reduz a 

sensação da dor do paciente. Osti [17] avaliou o uso de uma película adesiva 

transparente possuindo permeabilidade seletiva combinados com um hidrogel 

(Burnshield) no tratamento de queimaduras. Por cerca de dois anos, este tipo de 

terapia foi usada no tratamento de primeiros socorros de 48 pacientes com 

queimaduras, 4 foram perdidos durante a terapia e 4 não estavam disponíveis 

para acompanhamento. Na fase de reepitelização complicações foram registradas 

em oito dos 40 pacientes: sete (18%) tiveram a inflamação residual e 1 (2%) 

apresentava cicatriz hipertrófica. Durante o seguimento, complicações tardias 

foram observadas em 2 (5%) dos 40 pacientes. Um gel foi utilizado em 8 
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pacientes: em 6 dos 7 pacientes com inflamação residual a complicação foi 

resolvida, enquanto na 1, apesar da terapia, a inflamação residual evoluiu para 

cicatriz hipertrófica. 

 

Parâmetros Clínicos  

 

Hidrogéis são estruturas tridimensionais com alta porcentagem de água que 

podem ser transferida do gel para a ferida para facilitar a sua hidratação. O 

processo de reparação tecidual de animais após queimaduras térmicas tratadas 

topicamente com a isolectina, tiveram melhor resposta do que o controle no 

exame clínico de várias maneiras, tais como: (1) presença de edema nas 

primeiras 24 horas após a indução de queimadura térmica de segundo grau, (2) 

espessamento da crosta, que começou a surgir espontaneamente em seis dias de 

experimento, (3) hiperemia discreta observada no intervalo entre 24 e 48 h após a 

lesão; (4) presença de tecido cicatricial, com 13 dias de experimento (Figura 3). 

Durante o período de estudo as lesões não mostraram sinais de infecção. Pele 

severamente queimada deixa de desempenhar a sua proteção natural e papel de 

barreira e permite um aumento dramático na perda de água e pode se tornar uma 

porta para a invasão bacteriana. O tratamento local de queimaduras de segundo 

grau é destinado para a manutenção de um microambiente úmido e estimulando a 

formação de um tecido de granulação bem vascularizado, favorecendo a 

reepitelização da lesão, evitando o desenvolvimento de micro-organismos, que é 

capaz de retardar ou impedir fenômenos biológicos da reparação tecidual e 

reepitelização [18]. 
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G1 

                                 

 

G2 

                                 
Figura 3: Avaliação clínica da reparação tecidual de 
queimaduras de segundo grau em ratos Wistar machos. G1: 

grupo experimental tratado com hidrogel contendo isolectinas 
Cramoll-1,4 a 100 μg/mL. A – Aspecto da lesão térmica após sete 

dias de tratamento, macroscopicamente apresenta crosta seca e 
delgada com despreendimento das bordas. B - Aspecto da lesão 

térmica após 14 dias de tratamento, ausência de crosta e 
presença de tecido cicatricial. C - Aspecto da lesão térmica após 

21 dias de tratamento, presença de tecido cicatricial e pequeno 
ponto de despreendimento da crosta. D - Aspecto da lesão térmica 

após 28 dias de tratamento, presença apenas de tecido cicatricial. 
E - Aspecto da lesão térmica após 35 dias de tratamento, 
visualização de um discreto tecido cicatricial. G2: Grupo controle 
tratado comnaplicação tópica de hidrogel excipiente. F - Aspecto 

da lesão térmica após sete dias de tratamento, visualização de 
crosta seca e delgada com despreendimento das bordas. G - 

Aspecto da lesão térmica após 14 dias de tratamento, ausência de 
crosta e presença de tecido cicatricial. H - Aspecto da lesão 

térmica após 21 dias de tratamento, presença de tecido cicatricial, 
com ponto de despreendimento da crosta. I - Aspecto da lesão 

térmica após 28 dias de tratamento, presence de tecido cicatricial 
e uma segunda crosta. J - Aspecto da lesão térmica após 35 dias 

de tratamento, visualização de tecido cicatricial. 
 

 

Quantificação da Retração da Ferida 

 

A contração da ferida é um parâmetro utilizado para avaliar o reparo de 

feridas. A área da lesão diminuiu gradualmente com o passar do tempo de reparo 

tecidual em ambos os grupos. No entanto, o G1 apresentou a maior taxa de 

contração da lesão quando comparado com o G2, indicando que a isolectina tem 

o efeito de induzir a contração da lesão, como ilustrado na Figura 4. Estes 

G
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resultados são consistentes com estudos in vitro e in vivo realizado por Sezer et 

al. [19], que demonstraram a eficácia de hidrogéis no tratamento de queimaduras 

na derme de coelhos revelando que a aplicação de hidrogel fucoidan-quitosana 

promove a contração da ferida da queimadura e induzindo a reparação tecidual. 

Contração da ferida, processo de encolhimento da ferida, depende de habilidades 

reparativas do tecido, a extensão e tipo de danos e saúde do tecido e estado geral 

[20]. Por outro lado, a contração da ferida raramente é capaz de levar ao seu 

encerramento definitivo, que é principalmente devido à presença de fibroblastos 

encontrados no tecido de granulação que posteriormente se diferenciam em 

miofibroblastos [21]. 
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Figura 4. Efeito da aplicação tópica de hidrogel na ferida 
queimada expresso em percentagem de contração da ferida. 
G1 = tratamento, G2 = controle. Valores representam a Média ± 
SD. *p <0,05. 

 

Considerando as atividades imunoestimulatórias e mitogênicas, o emprego 

terapêutico das lectinas em processos de reparação tecidual tem sido objeto de 

diversas pesquisas quer seja relacionado à concentração da lectina ou à 

formulação empregada. Yasuoka et al. [22] utilizaram lectinas de Phaseolus 

vulgaris (PHA) e lectinas de sementes de Canavalia ensiformis, Concanavalina A 

(ConA) em úlceras intestinais induzidas pelo uso da indometacina em ratos, sendo 

observada uma reparação tecidual mais rápida dos animais tratados com estas 

lectinas. 
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Em estudos realizados por Melo et al. [23,24] foram avaliados efeitos sobre 

o reparo de lesões cutâneas em camundongos normais e imunossuprimidos pelo 

emprego do Metotrexato, utilizando as isoformas 1 e 4 da lectina de Cratylia mollis 

os quais apresentaram suas lesões eficientemente reparadas em menor tempo. 

 

Avaliações Bioquímicas e Hematológicas 

 

Valores hematológicos obtidos neste estudo tanto do grupo tratado como 

do grupo controle não apresentaram alterações significativas em função da 

indução de queimadura durante o período analisado (Eritrócitos: 7,6 ± 0,48; 

Hemoglobina: 13,65 ± 0,5; Plaquetas: 846.400 ± 0,71, Leucócitos: 7.980 ± 0,71; 

Basófilos: 0,2 ± 0,05; Eosinófilos: 1,38 ± 0,18; Linfócitos: 82,37 ± 0,83; Monócitos: 

1,9 ± 0,2), revelando em percentual valores totais normais em ratos [25]. Ratos, 

como outros mamíferos, têm que manter o controle estrito do ambiente interno, 

garantindo a homeostase. Sabe-se que ratos podem produzir mudanças nestes 

parâmetros, como resultado de processos patológicos ou fatores externos, tais 

como sexo, ascendência, idade, alimentação, manejo e ambiente [26]. 

No entanto, os valores médios dos parâmetros bioquímicos analisados 

neste estudo foram consistentes com os dados anteriormente relatados 

específicos para animais normais em percentual de valores totais (Cálcio: 10,04 ± 

0,42; Pro-trombina: 9,94 ± 0,16; Fibrinogênio: 457,32 ± 0,25; Fosfatase alcalina: 

212,68 ± 0,52; Transaminase glutâmica oxálica: 180,02 ± 0,35; Transaminase 

glutâmica pirúvica: 53,28 ± 0,41; Transpeptidase glutâmica gama: 5,76 ± 0,23; 

Creatina: 0,54 ± 0,04; Uréia: 46,34 ± 0,04 e Amilase: 842,06 ± 0,48). A avaliação 

bioquímica revelou níveis aumentados de Transaminase glutâmica pirúvica assim 

como da Fosfatase alcalina em resposta à injúria, relacionados ao período 

inflamatório do processo de reparação tecidual. Por outro lado, alterações 

metabólicas são consideradas de alto risco em queimaduras de terceiro grau 

como hiperglicemia [27] e aumento do catabolismo protéico [28] como os 

principais fatores agravantes para a injúria. 

Após o trauma da queimadura, mediadores inflamatórios, radicais livres de 

oxigênio, metabólitos do ácido araquidônico e complementos [29], lançados nas 

feridas promovem um grande edema. De acordo com Beukelman et al. [30] 

hidrogel, lipossomas, com 3% de iodo-povidona (PVP-ILH, Repithel®) tem 
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demonstrado benefício clínico em ambientes onde inflamação e/ou espécies 

reativas de oxigênio são pensados para impedir a reparação de feridas (por 

exemplo, queimaduras e feridas crônicas em fumantes). De acordo com Moller-

Kristensen et al [31], a lectina ligante de manose, modula, não apenas fatores 

inflamatórios como citocinas e quimiocinas, mas também moléculas de adesão 

celular, a proteína fator de crescimento e de ligação, em particular 

metaloproteinases, que são os mais prováveis efetores diretos no 

despreendimento das crostas. 

Considerando-se a influência dos carboidratos em inúmeros fenômenos de 

sinalização celular sejam eles fisiológicos ou patológicos, o emprego de proteínas 

que se ligam a resíduos desses carboidratos pode ser proposto com o objetivo de 

desenvolvimento e modulação de eventos como comunicação, diferenciação e 

proliferação celular [32, 33, 34].  

 

Histopatologia  

 

Queimaduras profundas de espessura parcial são as lesões que causam 

destruição parcial ou total de terminações nervosas, folículos capilares e glândulas 

sudoríparas. Em ambos os grupos, no sétimo dia, foi observada intensa presença 

de fibroblastos, neovascularização, necrose e edema. Na camada superior da 

derme, folículos pilosos e sebáceos e glândulas sudoríparas desapareceram e 

apenas seus corpos residuais foram encontrados. Vasos capilares foram 

danificados. A epiderme mostrou necrose com infiltração de um grande número de 

neutrófilos e poucos monócitos, leucócitos e plasma da derme (Figura 5B). Estes 

dados são semelhantes às observações relatadas por Nunes et al. [35] que, ao 

avaliar a aplicação de uma película de colágeno contendo ácido usnico como 

curativo para o tratamento de queimaduras de segundo grau térmico encontrou 

intensa resposta inflamatória após 7 dias de indução da queimadura com 

presença de neutrófilos distribuídos por todo o comprimento da queimadura. 

Com 14 dias de experimento, a representação tecidual doa animais dos 

grupos G1 e G2 revelou tecido de granulação com presença de neovascularização 

discreta e neoformação de anexos da pele. Angiogênese é essencial para 

restaurar o fornecimento de nutrientes e oxigênio durante a reparação tecidual 

[36]. No grupo 1 foi observado aumento do número de fibroblastos e presença de 
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colágeno organizado no centro da lesão (Figura 5C). Experimentos realizados por 

Sezer et al. [37] demonstraram que fibroblastos e colágeno em grupos tratados 

com fucosphere aumentou em quantidades no 14° dia de experimento, em 

comparação à de sete dias, mas diminuiu no dia 21° dia após a indução da lesão. 

O tempo de reepitelização foi menor para os animais tratados com hidrogel 

isolectina e começou em torno da borda queimada no 14° dia de experiemnto. 

Epitelização é necessária à reparação de todos os tipos de ferimentos se a bolha 

de água ocorrer. Proteção contra líquidos e partículas, a contaminação e 

manutenção do meio interno são dependentes de características físicas da 

queratina [38]. As lesões térmicas experimentalmente induzidas foram 

completamente reepitelizadas em ambos os grupos, com 35 dias após a indução 

da queimadura. 

O exame histopatológico revelou a proliferação de fibroblastos intensa no 

21° dia de experimento, presença de colágeno denso não modelado e fibrose 

moderada (Figura 5D). Deposição de colágeno na fase de fibroplasia é necessária 

para a chegada eficiente de fibroblastos para o local queimado. Fibroblastos 

maduros produzem uma matriz delicada que dá suporte mecânico para os 

capilares novos [39]. O colágeno depositado no local da lesão não terá a mesma 

organização única de um tecido intacto, sendo necessário um período de dois 

meses para completar a reestrutura [40]. A diminuição da espessura do epitélio no 

21° após a indução da queimadura foi considerado por Sezer et al. [41] como o 

resultado da maior taxa de reparação tecidual, particularmente sobre a 

queimadura superficial da ferida tratada com quitosana em filme contendo 

fucoidan. 

Após 28 dias de experimento, tanto G1 e G2 mostraram um decréscimo 

gradual no número de fibroblastos, com maior organização da matriz de colágeno 

com infiltrado inflamatório reduzido (Figura 5E). Finalmente, 35 dias após a 

queimadura o tecido lesado do grupo G1 está em fase de maturação e 

remodelação, com a presença de poucos fibroblastos e células inflamatórias 

(Figura 5F).  

A análise histológica das seções de fígado no grupo G1 não mostrou efeitos 

citotóxicos resultantes da aplicação tópica de hidrogel isolectin no final do 

tratamento após 35 dias. 
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Vários estudos têm confirmado o uso das lectinas na ativação do sistema 

imune, recrutando neutrófilos através de mecanismos indiretos [42], promovendo 

efeitos pró-inflamatórios em células polimorfonucleares e induzindo a liberação de 

citocinas [43], bem como provocando a proliferação de fibroblastos [44]. Ensaios 

anteriores realizados por nosso grupo têm mostrado uma atividade potencial pró-

inflamatória e imunomoduladora induzida pela lectina Cramoll-1,4. A importância 

de glicoproteínas (inclusive lectinas) como componentes do gel de extrato de Aloe 

vera foi confirmada pela promoção da reparação de lesôes cutâneas por 

queimadura por congelamento e ainda mostrando propriedades anti-inflamatórias 

e antifúngicas [45]. Sell & Costa [46] também descreveram efeito melhorado de 

lectina PHA no processo de reparação da pele de tecidos de ratos Wistar em 

comparação com Triticum vulgaris (WGA) e lectina de Artocarpus integrifolia 

(jacalina). 
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Figura 5: Tecido epitelial de ratos submetidos a queimaduras térmicas de segundo grau. 
Coloração Tricrômico de Masson. Ampliação 100x. A - Tecido epitelial normal com todos os 
anexos da pele. B - Animal apresentando tecido epitelial com a destruição completa da derme e 
epiderme mostrando exsudatos intensos de albumina/leucócitos/macrófagos, necrose, edema e 
crostas no dia 7 após a indução da lesão. C - Animal no dia 14 com tecido de reepitelização, 
autólise moderada, moderado exsudato albumina/leucócitos/macrófagos, neovascularização 
intenso, proliferação de fibroblastos discreta com a presença de colágeno frouxo e fibrose leve. D 
- Animal no dia 21 com a reepitelização do tecido incompleta, leve exsudato 
albumina/leucócitos/macrófagos, neovascularização moderada, intensa proliferação fibroblástica, 
presença de colágeno denso não modelado e fibrose moderada. E - Animal no dia 28 com 
epitelização completa dos tecidos, exsudato albumina/leucócitos/macrófagos discreto na 
epiderme, proliferação fibroblástica moderada, presença de malha de colágeno denso modelado 
e fibrose moderada. F - Animal no dia 35 com reepitelização completa, exsudato discreto 
albumina/leucócitos/macrófagos na epiderme, proliferação fibroblástica moderada, presença de 
malha de colágeno denso modelado e fibrose moderada. 

A B 

C D 

E F 
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CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que a aplicação tópica regular durante 35 

dias de hidrogel contendo Cramoll-1,4 no tratamento de queimaduras de segundo 

grau acelera a granulação, processo de reepitelização e retração da ferida. Estes 

resultados estendem o potencial de aplicações terapêuticas da isolectina Cramoll-

1,4, que pode ser usado em combinação com outros produtos derivados no 

tratamento de queimaduras térmicas. 
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5. CONCLUSÕES 
 

A formulação proposta (gel carbopol) manteve a atividade hemaglutinante da 

Cramoll-1,4, assim como em algumas concentrações teve um papel de proteção 

impedindo a inativação da lectina sob o efeito da radiação.  

A irradiação com raios gama pode ser empregada no controle microbiológico 

de formulações contendo a Cramoll-1,4 como princípio ativo. 

A radiomarcação da Cramoll-1,4 mostrou que esta lectina é absorvida pelo 

intestino, processada pelo fígado e excretada pelos rins e não ultrapassa a barreira 

hematoencefálica. Ela também mostrou que a técnica nuclear pode ser muito útil 

para o desenvolvimento de drogas e medicamentos.  

Neste sentido podemos dizer que a formulação em gel irradiado da Cramoll-

1,4 representa um novo biofármaco que pode ser empregado em protocolos de 

reparação tecidual e que seu efeito está na dependência direta do tipo de tecido 

em estudo, o que revela o potencial desse gel no contínuo processo de 

investigação científica. 

É importante ressaltar que existe um potencial imenso de pesquisas a serem 

realizados a partir deste estudo, sinalizando uma gama de possibilidades que 

venham a contribuir com os avanços no emprego deste novo biofármaco. 
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6.1. ANEXO – 1           
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6.3. ANEXO – 3          _
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6.4. ANEXO – 4           
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6.5 Anexo – 5           
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