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NUNES, Márcio Anderson Sousa. Avaliação da atividade antibacteriana e cicatrizante da 

lectina isolada da folha de Schinus terebinthifolius Raddi. 2022. 48f. Tese (Doutorado em 

Biodiversidade e Biotecnologia) – Universidade Ceuma, São Luís, 2022. 

 
RESUMO 

 
 

Staphylococcus aureus é comumente encontrado em infecções de feridas onde este 

patógeno compromete o reparo da pele. A lectina isolada das folhas de Schinus terebinthifolius 

(denominada SteLL) possui ação antimicrobiana e antivirulência contra S. aureus. O estudo 

avaliou os efeitos da administração tópica de SteLL em feridas de camundongos infectados por 

S. aureus. No total de 72 camundongos C57/BL6 (6-8 semanas de idade) foram alocados em 

quatro grupos: (i) feridas não infectadas;(ii) feridas infectadas em não tratadas; (iii) feridas 

infectadas e tratadas com 32 µg/mL de solução de SteLL; (iv) feridas infectadas tratadas com 

solução SteLL 64 µg/mL. Uma lesão de aproximadamente 8 mm de diâmetro foi induzida na 

região dorsal de cada animal e infectadas por S. aureus 432170 (4,0 x 106 UFC/ferida). O 

tratamento diário começou 1 dia pós-infecção (dpi). A aplicação tópica de ambas as 

concentrações de SteLL observou-se uma diminuição da severidade da infecção por S. aureus, 

resultados estes que se correlacionam com a diminuição da carga bacteriana no leito da ferida, 

reduzindo significativamente a cicatrização de feridas infectadas até o 7º dpi, quando 

comparada a lesões infectadas não tratadas (reduções de 1,95-4,55 vezes e 1,79-2,90 vezes para 

SteLL a 32 µg/mL e 64 µg/mL, respectivamente). O tratamento baseado em SteLL também 

alterou a gravidade da infecção da ferida e reduziu a carga bacteriana (12 vezes para 72 vezes 

para 32 µg/mL; e 14 vezes para 282 vezes para 64 µg/mL). As feridas tratadas com SteLL 

mostraram maior deposição de colágeno e restauração da estrutura da pele se comparada aos 

demais grupos. A carga bacteriana e os níveis de marcadores inflamatórios (IL-6, MCP-1, TNF- 

α e VEGF) também foram reduzidos por ambas as concentrações de SteLL. Esses resultados 

corroboram com as propriedades anti-infecciosas relatadas de SteLL, tornando esta lectina uma 

candidata líder para o desenvolvimento de agentes alternativos para o tratamento de lesões 

cutâneas infectadas por S. aureus. 

Palavras-chave: SteLL; Infecção; Atividade antimicrobiana; Cicatrização. 
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NUNES, Márcio Anderson Sousa. Evaluation of antibacterial and healing activity of lectin 

isolated from Schinus terebinthifolius Raddi leaf. 2022. 48f. Thesis (PhD in Biodiversity and 

Biotechnology) – Ceuma University, São Luís, 2022. 

 
ABSTRACT 

 
 

Staphylococcus aureus is commonly found in wound infections where this pathogen 

compromises skin repair. The lectin isolated from Schinus terebinthifolius leaves (called SteLL) 

has antimicrobial and antivirulence action against S. aureus. The study evaluated the effects of 

topical administration of SteLL on wounds of mice infected with S. aureus. A total of 72 

C57/BL6 mice (6-8 weeks old) were allocated into four groups: (i) uninfected wounds; (ii) 

infected wounds treated with 32 µg/ml SteLL solution; (iv) infected wounds treated with 64 

µg/mL SteLL solution. A lesion of approximately 8 mm in diameter was induced in the dorsal 

region of each animal and infected by S. aureus 432170 (4.0 x 106 CFU/wound). Daily treatment 

started 1 day post-infection (dpi). Topical application of both SteLL concentrations showed a 

decrease in the severity of S. aureus infection, results that correlate with the decrease in bacterial 

load in the wound bed, significantly reducing the healing of infected wounds up to 7th dpi, when 

compared to untreated infected lesions (1.95-4.55-fold and 1.79-2.90-fold reductions for SteLL 

at 32 µg/mL and 64 µg/mL, respectively). SteLL-based treatment also altered the severity of 

wound infection and reduced bacterial load (12-fold to 72-fold for 32 µg/mL; and 14-fold to 

282-fold for 64 µg/mL). Wounds treated with SteLL showed greater collagen deposition and 

restoration of skin structure compared to the other groups. Bacterial load and levels of 

inflammatory markers (IL-6, MCP-1, TNF-α and VEGF) were also reduced by both SteLL 

concentrations. These results corroborate the reported anti-infective properties of SteLL, making 

this lectin a leading candidate for the development of alternative agents for the treatment of S. 

aureus infected skin lesions. 

 
Keywords: SteLL; Infection; Antimicrobial activity; Healing. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

Diversos fatores podem provocar uma ferida cutânea, algumas são de origens médicas, 

como os procedimentos cirúrgicos, outros são oriundos de acidentes ou doenças. Independente 

da causa, estas injúrias acometem milhões de pessoas em todo o mundo e desafiam o sistema 

de saúde (LINDHOLM; SEARLE, 2016). As feridas cutâneas são consideradas um grave 

problema de saúde pública, resultando em prejuízos sociais consequências psicológicas e 

econômicas (GUEST, 2017; MITCHELL, 2017). 

A cicatrização de feridas é um processo fisiológico fundamental para a preservação da 

integridade epitelial e proteção do organismo. Em um processo normal, o reparo tecidual 

desenvolve-se em quatro etapas: hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação tecidual 

(KAPLANI et al., 2018). A hemostasia inicia-se imediatamente após o trauma, na qual há a 

ativação da cascata de coagulação decorrente dos fatores de crescimento plaquetário e da 

secreção do complexo de trombina. Simultaneamente, ocorre a migração de neutrófilos, 

macrófagos e outras células imunes que são responsáveis pela eliminação de patógenos 

oportunistas (HAN; CEILLEY, 2017). Em seguida, neutrófilos interagem com Componentes 

da Matriz Extracelular (MEC), estimulando a formação de promotores da angiogênese, como o 

Fator Básico de Crescimento de Fibroblastos (bFGF) e o Fator de Crescimento Endotelial 

Vascular (VEGF) (DARBY et al., 2014). 

A fase proliferativa inicia-se com as células epiteliais e fibroblastos que são recrutados 

e auxiliam no crescimento capilar, na produção de colágeno e formação de um novo tecido 

(GUO; DIPIETRO, 2010), consequentemente, um tecido de granulação é formado decorrente 

do crescimento de novos capilares e vasos linfáticos (angiogênese) (PEREIRA; BÁRTOLO, 

2016). Por fim, na fase de remodelação, o novo tecido formado é constantemente remodelado 

até que suas características sejam próximas à de um tecido normal (ANLAS et al., 2019). 

Um dos principais fatores que comprometem a cicatrização é a ocorrência de infecções 

tanto por microrganismos da microbiota da pele quanto pela aquisição de outros presentes no 

ambiente (WILLIAMS et al., 2018). Staphylococcus aureus é a espécie bacteriana mais 

encontrada em infecções superficiais, cuja prevalência está relacionada a sua alta resistência 

antibiótica e aos seus mecanismos de virulência (BESSA et al., 2017). São exemplos de fatores 

de virulência a coagulase clássica (Coa) e a proteína de ligação ao fator von Willibrand (vWbp) 

(CROSBY et al., 2016), a produção de toxinas como a alfa hemolisina e modulinas solúveis em 

fenol (PSMs) (TONG et al., 2015) e a síntese de biofilme (YONEZAWA et al., 2019). 
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Devido às dificuldades enfrentadas pelos sistemas de saúde, as buscas por novos 

compostos com aplicabilidades medicinais têm aumentando, tendo os produtos naturais como 

um dos principais objetos de estudo (CASANOVA; COSTA, 2017). Dentre os compostos 

bioativos de origem vegetal, destacam-se as lectinas, um grupo de proteínas amplamente 

distribuídas na natureza que se liga a carboidratos de forma reversível, apresentando diversas 

aplicações biotecnológicas (CAGLIARI et al., 2018). 

As lectinas constituem um grupo heterogêneo de proteínas contendo sítios de ligação a 

carboidratos, os quais podem ser mono, oligo ou polissacarídeos. Sua capacidade de interagir 

de forma específica com carboidratos, reconhecendo glicoconjugados na superfície celular, é 

responsável por suas importantes e diversas atividades biológicas (COELHO et al., 2017). 

Um exemplo é a lectina SteLL isolada de folhas de Schinus terebinthifolius Raddi 

(Anacardiaceae), uma espécie amplamente utilizada na medicina popular brasileira (DA SILVA 

et al., 2018). SteLL é caracterizada como uma proteína ligadora de N‐acetilglucosamina com 

peso molecular de 12,4 kDa, apresentando-se como um promissor composto antibacteriano 

devido a sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias de interesse clínico, principalmente 

S. aureus (GOMES et al., 2013). Além disso, sua ação imunomoduladora tem sido descrita em 

diferentes trabalhos, assim como sua atividade anti-infecção em modelos experimentais in vitro 

e in vivo (DOS SANTOS et al., 2020; LIMA et al., 2019). 

A alta prevalência de resistência de S. aureus aos antibióticos de escolha para o 

tratamento, sejam elas de ambiente hospitalar ou comunitário tem sido um grande desafio de 

saúde pública em todo o mundo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade 

antibacteriana e cicatrizante da lectina SteLL isolada da folha de Schinus terebinthifolius em 

camundongos (in vivo). 
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2 OBJETIVOS 

 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar a atividade antibacteriana e cicatrizante da proteína lectina SteLL isolada da 

folha de Schinus terebinthifolius, com testes in vivo. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Avaliar o efeito do tratamento tópico com SteLL na carga bacteriana das feridas 

contaminadas por Staphylococcus aureus após 3, 10 e 17 dias de tratamento; 

• Realizar análise macroscópica do efeito do tratamento tópico da SteLL em lesões 

cutâneas infectadas por Staphylococcus aureus; 

• Investigar o efeito do tratamento tópico com a SteLL na severidade da inflamação nos 

animais submetidos à lesão cutânea contaminada por uma amostra clínica de 

Staphylococcus aureus; 

• Avaliar o efeito do tratamento tópico com Stell nos níveis VEGF presentes no tecido 

das feridas contaminadas; 

• Estudar histologicamente o processo cicatricial cutâneo em camundongos (Swiss 

webster) com lesão induzida cirurgicamente, infectada com Staphylococcus aureus e 

submetidos a diferentes tratamentos por um período de 10 e 17 dias. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
 

3.1 FAMÍLIA ANACARDIACEAE E Schinus terebinthifolius RADDI 

 
 

A família Anacardiaceae, formada principalmente por árvores e arbustos, inclui 

aproximadamente 860 espécies em 83 gêneros, tendo membros cultivados em todo o mundo 

devido às suas frutas e sementes comestíveis, propriedades medicinais, madeira valiosa e como 

recurso paisagístico. Alguns frutos de espécies de Anacardiaceae, tais como manga (Mangifera 

indica), pistache (Pistacia vera) e caju (Anacardium occidentale), são apreciados em todo o 

mundo, enquanto outros frutos como umbu (Spondias tuberosa), a marula da África 

(Sclerocarya birrea) e os frutos do Antrocaryon são restritos ao cultivo e consumo localizados 

(PELL, 2009). 

Schinus terebinthifolius Raddi é uma espécie nativa do continente Sul-americano, sendo 

encontrada na Argentina, Paraguai, Uruguai e nos estados brasileiros de Sergipe, Paraíba, 

Alagoas, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Bahia, Espírito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e São Paulo (EMBRAPA, 

2016). 

Trata-se de uma planta medicinal conhecida no Brasil como aroeira da praia e utilizada 

na medicina popular como antitérmica, analgésica, depurativa e no tratamento de doenças do 

sistema urogenital, infecções, úlceras de pele, além de distúrbios gastrintestinais (SILVA et al., 

2018; ULIANA et al., 2016; CARVALHO et al., 2013). 

Pesquisas sobre a importância medicinal desta planta também relataram o uso de 

decocto das folhas e suco de raízes maceradas para tratamento de tumores (MORS et al., 2000; 

MORTON et al., 1978). A árvore possui até 12 m de altura, com tronco de até 60 cm de 

diâmetro, casca externa de coloração acinzentada (com fissuras longitudinais estreitas) e casca 

interna de coloração rosada e textura fibrosa. Suas folhas apresentam estrutura imparipinada, 

com número ímpar de folíolos e apenas um folíolo na extremidade. São folhas compostas, 

alternas, com raque e pecíolo alado, possuindo de 7 a 11 folíolos. A ráquis, com ala estreita 

entre os pares de folíolos, é a principal característica para sua identificação. Os folíolos são 

sésseis, oblongo-elípticos a obovalados, com ápice agudo, base assimétrica, consistência 

membranácea, nervura central proeminente na face abaxial, margem inteira a serreada, medindo 

de 1 a 3 cm de largura por 2,5 a 6 cm de comprimento, sendo os brotos jovens avermelhados 

(FONSECA et al., 2017). Algumas dessas características podem ser observadas na Figura 1. 
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Figura 1 – Aspectos visuais das características de Schinus terebinthifolius. 

(A) Árvore com características preservadas. (B) Folhas e caule da planta, mostrando as fissuras longitudinais. (C) 

Folhas jovens, de coloração avermelhada. (D) Folha imparipinada. 

Fonte: Ramos (2019). 

 

3.2 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DA ESPÉCIE 

 
 

Estando presente de forma natural em grande parte do litoral brasileiro, desde o Nordeste 

até a região Sul do país, área por onde se estende o bioma da Mata Atlântica, mas pode ser 

encontrada no Centro-oeste e Norte do país, assim como em outros biomas (CARVALHO et 

al., 2013; GILBERT; FAVORETO, 2011). Uma modelagem ambiental realizada por 

Garrastazu e Mattos (2013) permite observar a ampla distribuição de ocorrência potencial de S. 

terebinthifolius no território brasileiro, compatível com os diversos relatos de ocorrência natural 

acima descrito e ilustrado por Silva-Luz e Pirani (2015) presentes na Figura 2. 
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Figura 2 - Ocorrência de Schinus terebinthifolius Raddi no território brasileiro. 
Fonte: Silvaluz, et al. (2015). 

 
Sua distribuição se dá, principalmente, em ambientes tropicais e subtropicais costeiros, 

onde apresenta crescimento rápido, sobretudo em áreas que sofreram alterações antrópicas, e 

assim, fazendo com que ela receba o status de espécie pioneira. Cresce em diversos tipos de 

solos e em áreas que possuem até 2.000 m de altitude (ORWA et al., 2009). 

Segundo Rosas et al. (2019), a aroeira é uma espécie que possui fácil adaptação as 

mudanças climáticas e apresenta grande plasticidade ecológica, sendo atualmente utilizada na 

restauração de áreas degradas (SOUZA et al., 2001). Conforme Morais Junior et al. (2019) S. 

terebinthifolius é uma das espécies vegetais que possuem potencial para serem utilizadas em 

projetos que objetivam promover a compensação de carbono em áreas degradas da Mata 

Atlântica. 

Apesar de apresentar alguns aspectos negativos referentes à proliferação, pois em alguns 

países é considerada uma espécie invasora, a aroeira é uma planta bastante popular em outros 

países onde recebe os nomes de: “brazilian peppertree”, “pink pepper” e “christmas berry” 

(Estados Unidos); “brasilianischer pfeffer” (Alemenha); “pimentero del Brasil” e “copal” 

(Espanha); e “poivre rose” (França) (CARVALHO et al., 2013), onde é utilizada principalmente 

como condimento alimentar e na medicina tradicional em vários países. 



17 
 

 

3.3 USOS E APLICAÇÕES BIOLÓGICAS 

 
 

A aroeira é muito utilizada na produção de lenha e carvão, na ornamentação, na nutrição, 

na medicina tradicional e popular, tendo o último uso um maior destaque (AZEVEDO et al., 

2015). Conforme Gomes et al. (2019) é uma planta comumente usada na medicina popular e 

possui vários potenciais biológicos. As aplicações biológicas desta planta são conhecidas há 

muitos anos e suas propriedades estão descritas desde a primeira edição da Farmacopeia 

Brasileira, publicada em 1926 (FALCÃO et al., 2015; CARVALHO et al., 2013). 

Os frutos, as cascas do caule e as folhas da aroeira são os órgãos mais utilizados no uso 

medicinal, havendo grande relato, principalmente em estudos experimentais, do uso do óleo 

vegetal proveniente dos frutos e folhas (LIMA et al., 2017; GILBERT; FAVORETO, 2011; 

BENDAOUD et al., 2010). 

Na medicina tradicional e popular, esta planta é usada para tratar feridas e úlceras na 

pele, tumores, diarreia, artrite, bem como infecções urinárias e do trato respiratório (BRANCO 

NETO et al., 2006). Carvalho et al. (2013) afirmam que os compostos advindos do metabolismo 

da aroeira atuam no tratamento de gastrites e dispepsias, tem ação adstringente, tônico, 

estimulante e antinevrálgico. Onde podem ser observados relatos que indicam o uso de S. 

terebinthifolius no tratamento de muitas doenças, como bronquite e distúrbios urinários, 

também é usado como febrífugo, analgésico e antimicrobiano (SCHIMITBERGER et al., 2018; 

TLILI et al., 2018). 

Como podemos verificar, diversos são os usos medicinais realizados por populações 

tradicionais atribuídos a aroeira, e que estes usos estão relacionados às suas propriedades anti- 

inflamatórias, antitumoral, antioxidante, cicatrizante, antipiréticas, analgésicas e como agente 

depurativo (CARVALHO et al., 2013; BENDAOUD et al., 2010). 

O conhecimento científico sobre as atividades biológicas das plantas medicinais pode 

estimular o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas (ROCHA et al., 2019). Dessa 

forma, os relatos de uso na farmacologia tradicional, os estudos experimentais e clínicos e a 

demanda por produtos obtidos a partir de determinada planta medicinal, podem instigar o 

desenvolvimento de novas cadeias produtivas ligadas à planta medicinal a ser explorada, bem 

como orientar estudos e pesquisas que possam contribuir na elaboração da Relação Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos (RENAFITO), dando suporte ao desenvolvimento e a 

inovação na área de plantas medicinais e fitoterápicas (PICH, 2019). 

Mesmo com o potencial farmacológico apresentado, a aroeira é uma espécie pouco 

cultivada no Brasil e seus frutos são, em maioria, coletados de áreas de ocorrência natural. No 

entanto, muitos dos processos relacionados ao extrativismo dessa espécie podem fazer com que 
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a aroeira corra risco de extinção devido ao manejo inadequado empregado durante a colheita 

dos frutos produzidos por ela (ÁLVARES-CARVALHO et al., 2016; NEVES et al., 2016). 

 
3.4 LECTINAS 

 
 

Dentre os metabólitos primários, as lectinas pertencem a uma classe de proteínas de 

origem não-imune amplamente distribuída na natureza, conferindo a elas uma larga utilização 

biotecnológica, principalmente as de fonte vegetal (TSANEVA; VAN DAMME, 2020; 

CAGLIARI et al., 2018). 

As lectinas constituem um grupo de proteínas que tem sido muito investigado por 

apresentar diferentes atividades biológicas, podendo ser isoladas a partir de plantas (THAKUR 

et al., 2017), animais (CASTANHEIRA et al., 2017) e microrganismos (SINGH et al., 2017) 

(WANG et al., 2000). Começaram a ser estudadas no final do século XIX, quando se notou a 

presença de proteínas que aglutinavam eritrócitos, sendo referidas como hemaglutininas ou 

fitoaglutininas. A primeira lectina foi descrita por Stillmark em 1888, isolada a partir sementes 

da árvore de rícino (Ricinus communis) e sendo chamada de ricina (SHARON; LIS, 2004). 

As lectinas possuem pelo menos um domínio não catalítico capaz de se ligar de forma 

reversível e específica a mono, oligo ou polissacarídeos. É devido a essa capacidade de ligação 

com as porções de carboidratos na superfície das células, que essas proteínas são reconhecidas 

por sua atividade aglutinante (LAM; NG, 2011). Assim, um dos testes realizados para detectar 

a presença de lectina em uma amostra é o ensaio de hemaglutinação, no qual essas proteínas 

interagem, por meio de seus sítios de ligação, com os carboidratos presentes na superfície dos 

eritrócitos, formando uma rede. Para tal, utiliza-se eritrócitos tratados enzimaticamente 

(tripsina, papaína) ou quimicamente (glutaraldeído ou formaldeído) e que podem ser 

provenientes de sangue humano (BOSE et al., 2016) ou de outras espécies, como por exemplo, 

de coelho (BROSSON et al., 2017). 

Com base na capacidade de interagirem com carboidratos, as lectinas podem ser 

exploradas em diferentes áreas da biologia e medicina (SILVA et al., 2010), como por exemplo 

a investigação da estrutura de glicoproteínas e carboidratos em células (ITAKURA et al., 2017); 

empregadas na purificação e caracterização de polissacarídeos e glicoconjugados 

(NAPOLEÃO et al., 2013); estimulação da mitogênese de linfócitos (VALADEZ-VEJA et al., 

2011); caracterização de grupos sanguíneos (MAHAJAN et al., 2017); combate a patógenos de 

animais e plantas (PROCÓPIO et al., 2017; SILVA et al., 2016); controle de insetos vetores de 

doenças e pragas agrícolas (LIMA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016); como biomarcadores 
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de células anormais e no desenvolvimento de sistemas de administração de fármacos (COELHO 

et al., 2017; HASHIM et al., 2017; POIROUX et al., 2017). 

Dentre as atividades biológicas descritas para as lectinas, destacam-se a antimicrobiana 

(MOURA et al., 2017; PROCÓPIO et al., 2017; PALHARINI, 2017; SILVA et al., 2016; 

RAMOS et al., 2014), anti-helmíntica (GAOFU et al., 2008), inseticida (COELHO et al., 2009), 

nematicida (MEDEIROS et al., 2017), imunomoduladora (BRITO et al., 2017; PATRIOTA et 

al., 2017), anti-inflamatória e analgésica (BEZERRA et al., 2014; ARAÚJO et al., 2011), 

antiviral (HOPPER et al., 2017; MU et al., 2017; FANG et al., 2010), vasorelaxante 

(BARROSO-NETO et al., 2016) e antitumoral (FIGUEIRÔA et al., 2017; GONDIM et al., 

2017; PALHARINI et al., 2017). 

 
3.4.1 Atividades biológicas e aplicações biotecnológicas de lectinas 

 
 

Com base nas suas diversas propriedades biológicas, as lectinas apresentam uma vasta 

gama de aplicações biotecnológicas, com os mais diversos fins. Atualmente, as lectinas 

aparecem como ferramentas de destaque no campo da tecnologia de bioreconhecimento. Na 

área conhecida como lectinômica, técnicas de microarrays utilizando lectinas têm sido 

desenvolvidas como ferramentas eficientes para decifrar o glicocódigo que reflete o estado 

fisiológico da célula (GEMEINER et al., 2009). Com base na elevada capacidade de 

reconhecimento de carboidratos, as lectinas se tornaram importantes ferramentas no 

isolamento, em estudos estruturais e no mapeamento de oligossacarídeos e glicoconjugados 

(XIE et al., 2009; MONZO et al., 2007; HAYUNGA et al., 1986). 

O reconhecimento entre lectinas e carboidratos permite a utilização das lectinas na 

histologia e patologia como ferramentas em ensaios citoquímicos para localização de 

glicoconjugados e resíduos glicosilados e como ferramentas histoquímicas para análises de 

estruturas de tecidos humanos normais e alterados (LIMA et al., 2010; PEDINI et al., 2001; 

FRANCESCHINI et al., 2000). 

 
3.5 LESÕES CUTÂNEAS INFECTADAS POR Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus ocorre naturalmente na microbiota da pele e outros tecidos do 

corpo, facilitando a infecção oportunista de feridas. Na verdade, S. aureus é um dos patógenos 

comumente isolados de lesões cutâneas (VALE DE MACEDO et al., 2021). É de conhecimento 

que S. aureus é um dos patógenos comumente isolados de lesões de pele (HOBBS et al., 2018), 

com um alto número de cepas exibindo combinações complexas de genes de virulência e 

resistência. Sendo também um importante agente causador de infecção oportunistas, 
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apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade, além de infecções recorrentes 

(JAUNEIKAITE et al., 2020; MCNEIL; FRIT, 2019). 

As feridas prejudicam a continuidade anatômica da pele, aumentam substancialmente o 

risco de contaminação microbiana, pois as lesões constituem uma porta de entrada para os 

microrganismos (JACQUET et al., 2019; BUCH et al., 2019; GEISINGER et al., 2017). Elas 

costumam induzir internações prolongadas e intervenções cirúrgicas têm forte associação com 

infecções relacionadas à assistência à saúde (HSU et al., 2019; ZIWA et al., 2019). 

Embora tradicionalmente ligadas ao ambiente hospitalar, algumas cepas de S. aureus 

resistente à meticilina (MRSA) e S. aureus multirresistente (MDRSA) surgiram na comunidade 

e causaram casos graves de infecções de pele (SHETTIGAR et al., 2016) Esse fenômeno 

aumentou a frequência e a gravidade da infecção por esse microrganismo. A alta prevalência 

de MRSA em hospitais e ambientes comunitários tem sido um grande desafio de saúde pública 

em todo o mundo (RICHARDSON, 2019). 

 
3.5.1 Resistência e fatores de virulência 

 
 

A presença de microrganismos patogênicos prolonga o período inflamatório, 

caracterizado pela liberação exacerbada de mediadores inflamatórios em resposta à persistência 

bacteriana, intimamente associada à formação de biofilme (VESTBY et al., 2020; RAHIM et 

al. 2017; COOPER et al. 2014). O prolongamento da fase inflamatória resulta em 

comprometimento do processo de cicatrização (RAHIM et al., 2017). Nesse sentido, as 

infecções microbianas são destacadas como as causas mais importantes de feridas crônicas e 

geralmente estão associadas à formação de biofilme, que são notoriamente recalcitrantes aos 

antibióticos convencionais (KADAM et al., 2019; MORGAN et al., 2019). 

A classe de microrganismos conhecida como ESKAPE (Enterococcus faecium , 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa e Enterobacter sp.) estão entre as bactérias mais prevalentes em infecções cutâneas 

(HEITKAMP et al., 2018). Apesar do desenvolvimento de diversas formulações 

antimicrobianas (contendo derivados de prata, mupirocina, ácido fusídico, mafenida, 

gentamicina, bacitracina, neomicina e polimixina B), o tratamento de infecções de pele 

relacionadas a ESKAPE é um grande desafio (PUNJATAEWAKUPT et al., 2019). 

Um número crescente de cepas de S. aureus tem se mostrado resistente a agentes 

antimicrobianos. Essa variabilidade genética é mediada por um conjunto diversificado de genes 

móveis elementos (MGEs) que incluem plasmídeos, transposons, integrons, ilhas genômicas, 
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S. aureus ilhas de patogenicidade (SaPIs), elementos conjugativos integrativos, cassetes 

cromossômicos estafilocócicos (SCC) e fagos (COPIN, 2018). 

Se têm conhecimento que o primeiro episódio de resistência por S. aureus foi relatado 

na década de 1940 para a penicilina (PRSA), um período próximo de sua própria descoberta e 

uso. Este tipo de resistência foi atribuído ao gene blaZ, que codifica um tipo específico de β- 

lactamase, capaz de clivar a penicilina através da hidrólise de seu anel β-lactâmico 

(MCGUINNESS, 2017). A partir daí, a taxa de emergência de cepas de S. aureus resistentes à 

meticilina (MRSA) e S. aureus multirresistente a medicamentos (MDRSA) tem sido elevada 

em IPPM em indivíduos hospitalizados (HUNTER, 2016). Embora tradicionalmente ligado a 

ambiente hospitalar, algumas cepas de MRSA e MDRSA surgiram na comunidade e causaram 

casos graves de infecções cutâneas. Esse fenômeno aumentou a frequência e a gravidade da 

infecção por este microrganismo (RICHARDSON, 2019). 

A descoberta de mecA só foi possível vinte anos após o aparecimento do primeiro caso 

de MRSA. Este gene é transportado por elementos móveis chamados Staphylococcus Cassete 

de cromossomos mec (SCCmec). Pelo menos onze tipos de SCCmec foram descritos e 

correlações entre cepas mais virulentas dos tipos MRSA e SSCmec III e IV foram observados. 

O SCCmec pode ser transportado por fagos (VALE DE MACEDO, 2021). Além disso, um estudo 

francês que investigou a prevalência de fluoroquinolonas resistentes estafilococos (FQR) em 

pacientes hospitalizados e saudáveis mostraram que esse tipo de resistência também está 

associado a cepas de MRSA (MUNIER, 2015). 

São alto os níveis de resistência já são detectados em isolados de S. aureus para drogas 

considerados como a última escolha para o tratamento, como a vancomicina (OLUFUNMISO, 

2017). Procedente de um plasmídeo conjugativo, a resistência à vancomicina é conferida pelo 

VRE operon vanA (mencionado anteriormente), onde todo o plasmídeo enterocócico original 

é conjugado ou apenas o transposon Tn1546 é atribuído a um plasmídeo residente de S. aureus 

(MCGUINNESS, 2017). 

Como alternativa aos altos índices de resistência e surgimento de cepas MDR, diversos 

novas drogas têm sido usadas para tratar infecções causadas por S. aureus. Recentemente, 

vários agentes foram aprovados para tratar lesões de pele infectadas por MRSA, incluindo os 

lipoglicopeptídeos dalbavancina, oritavancina e telavancina, ceftarolina e tedizolida. Outros 

exemplos de novos medicamentos incluem ácido tânico, ivermectina e 

quinupristina/dalfopristina, que demonstram sucesso no combate a cepas de S. aureus 

resistentes à meticilina, eritromicina, ciprofloxacina, rifampicina e gentamicina. Vários produtos 

naturais também são relatados como promissores in vivo atividade antimicrobiana contra S. aureus, 
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inclusive em modelos de infecções de feridas (SWEENEY, 2017; VALE DE MACEDO, 2021; 

FARAHPOUR, 2020). 

É de conhecimento que o S. aureus pode expressar uma variedade de fatores de virulência que 

facilitar a adesão celular, mediar a evasão do sistema imunológico e induzir danos ao células hospedeiras 

(SHAHINI, 2017). A adesão às células hospedeiras é assegurada por proteínas que se ligam à 

fibronectina (FnbA e FnbB), colágeno (Cna), fibrinogênio (Fib), laminina (Eno) e elastina (EbpS). Esses 

as proteínas podem ser referidas como componentes da superfície microbiana que reconhecem a matriz 

adesiva (MSCRAMMs) que desempenham papéis importantes na evasão das defesas imunológicas e 

formação de biofilme (GHASEMIAN, 2015). 

Grandes capacidades tanto para a formação de biofilmes quanto para a sobrevivência 

intracelular são descrito para S. aureus. Essas propriedades estão relacionadas com o comportamento 

firme e recalcitrante. matrizes polissacarídicas que aumentam sua virulência e resistência a antibióticos 

e podem ainda contribuem para a sobrevivência bacteriana em fagócitos (neutrófilos e macrófagos). 

Ocupado juntos, esses fatores contribuem para a disseminação do S. aureus e predispõem uma infecção 

indivíduo a uma infecção crónica e persistente (JAUNEIKAITE, 2020; HORN, 2018). 

Extremamente relevantes para infecções cutâneas, outros fatores virulência são as toxinas 

secretadas por S. aureus que provocam dano tecidual e formação de abscesso. Entre eles está a α-toxina, 

uma proteína citolítica formadora de poros de 33 kDa que afeta uma ampla gama de tipos de células 

humanas, incluindo células epiteliais, células endoteliais, células T, monócitos e macrófagos. Nesse 

sentido, além do dano tecidual, essa toxina é capaz de neutralizar a ação protetora resposta imune 

(OLANIYI, 2018; HILLIARD, 2015). 

As Toxinas esfoliativas (ETs) e leucocidinas - incluindo leucocidina ED (LukED) e Leucocidina 

Panton-Valentine (PVL), desempenham papéis importantes na patogênese da S. aureus à medida que 

destroem as membranas celulares criando poros tipo barril β que levam à célula lise. Além disso, eles 

prejudicam a ativação de células imunes residentes (ALONZO, 2012). 
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4 CONCLUSÃO 

 

 
A administração tópica de SteLL reduziu a carga bacteriana no local da ferida, 

diminuindo a gravidade inflamatória devido à menor liberação de marcadores inflamatórios 

(IL-6, MCP-1, TNF-α e VEGF). Esses efeitos levaram a uma contração mais rápida da ferida e 

melhoraram o reparo da pele. Os dados forneceram mais informações sobre os efeitos 

antimicrobianos e imunomoduladores in vivo do SteLL. Até onde sabemos, é a primeira 

avaliação da atividade antimicrobiana in vivo de uma lectina de ligação a N-acetilglicosamina. 

Tomados em conjunto, os resultados deste estudo indicam que SteLL tem grande 

potencial para uso no desenvolvimento de agentes para cicatrização de feridas. Estudos futuros 

são necessários para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos cicatrizantes 

do SteLL. Além disso, outros projetos estão em andamento para a concepção de novos curativos 

incorporados ao SteLL para serem avaliados em modelos in vivo. 
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Abstract: Staphylococcus aureus is commonly found in wound infections where this 

pathogen impairs the skin repair. The lectin isolated from leaves of Schinus 

terebinthifolius (named as SteLL) has antimicrobial and antivirulence action against 

S. aureus. This study evaluated the effects of topical administration of SteLL on 

mice wounds infected by S. aureus. Seventy-two C57/BL6 mice (6-8 weeks old) 

were allocated in four groups: (i) uninfected wounds; (ii) infected wounds, 

infected wounds treated with 32 µg/mL SteLL solution; (iv) infected wounds 

treated with 64 µg/mL SteLL solution. The excisional wounds (64 mm2) were 

induced on the dorsum and infected by S. aureus 432170 (4.0 x 106 CFU/wound). 

The daily treatment started 1-day post-infection (dpi). The topical application of 

both SteLL concentrations significantly fasted the healing of S. aureus-infected 

wounds until the 7th dpi, when compared to untreated infected lesions (reductions 

of 1.95-4.55-folds and 1.79-2.90-folds for SteLL at 32 µg/mL and 64 µg/mL, 

respectively). The SteLL-based treatment also amended the severity of wound 

infection and reduced the bacterial load (12-folds to 72-folds for 32 µg/mL; and 14-

folds to 282-folds for 64 µg/mL). SteLL-treated wounds showed higher collagen 

deposition and restoration of skin structure than other groups. The bacterial load 

and the levels inflammatory markers (IL-6, MCP-1, TNF-α and VEGF) were also 

reduced by both SteLL concentrations. These results corroborate with the reported 

anti-infective properties of SteLL, making this lectin a lead candidate for the 

development of alternative agents for the treatment of S. aureus- infected skin 

lesions. 
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1. Introduction 

Several factors can cause a skin wound, some are from medical 

origins (such as surgical procedures) and others are the result of accidents 

or illnesses. Regardless of the cause, these injuries affect millions of people 

around the world and challenge the health system [1–3]. Wound healing 

is a fundamental physiological process for the preservation of epithelial 

integrity and protection of the body. In normal conditions, tissue repair 

develops in four steps: hemostasis, inflammation, proliferation and tissue 

remodeling [4–6]. 

Hemostasis begins immediately after the trauma, in which there is 

activation of the coagulation cascade resulting from platelet growth 

factors and thrombin complex. Simultaneously, during the inflammation 

phase occurs the migration of neutrophils, macrophages and other 

immune cells that are responsible for eliminating opportunistic pathogens 

[7]. Then, neutrophils interact with components of the extracellular matrix 

(ECM), stimulating the formation of angiogenesis promoters, such as the 

basic fibroblast growth factor (bFGF) and vascular endothelial growth 

factor (VEGF) [8,9]. 

The proliferative phase begins with epithelial cells and fibroblasts 

that are recruited and assist in hair growth, collagen production and 

formation of a new tissue [5]. Consequently, a granulation tissue is formed 

as the result of the formation of new capillaries and lymphatic vessels 

(angiogenesis). Finally, in the remodeling phase, the newly formed tissue 

is constantly remodeled until its characteristics approximate that of a 

normal tissue [10]. 

One of the main factors that compromise healing is the occurrence of 

infections both by microorganisms of the skin microbiota and by the 

acquisition of others present in the environment [11–13]. Staphylococcus 

aureus is among the bacterial species most found in superficial infections, 

whose prevalence is related to its presence in skin microbiota, the vast 

arsenal of virulence determinants and high antibiotic resistance [14,15]. 

The virulence factors produced by S. aureus include coagulase (Coa), 

factor-binding protein von Willibrand (vWbp), alpha hemolysin and 

phenol-soluble modulins (PSMs) and biofilm synthesis [16,17]. 

Due to the difficulties faced by health systems for the treatment of 

skin infections, the search for new bioactive compounds with 

antimicrobial and/or healing properties are increasing [18]. Lectins, a 

group of proteins widely distributed in nature that binds to carbohydrates 

in a reversible way, presenting several biotechnological applications 

including anti-infective, immunomodulatory, and healing actions [19–21] 

An example is SteLL, a lectin isolated from leaves of Schinus 

terebinthifolius (Anacardiaceae), a plant widely used in Brazilian folk 

medicine [22,23]. SteLL is characterized as an N-acetylglucosamine 

binding protein with weight molecular weight of 12.4 kDa, presenting 

itself as a promising antibacterial compound due to its ability to inhibit 

the growth of bacteria of clinical interest, including S. aureus [24,25]. 

Furthermore, its immunomodulatory action has been described in 

different works, as well as its anti-infection activity in experimental 

models using mice macrophages and Galleria mellonella larvae [25]. SteLL 

also has antitumor, analgesic and anxiolytic activities in mice bearing 

sarcoma 180 [26–29]. 
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Given the anti-infective and immunomodulatory properties of SteLL, 

this study aimed to evaluated the effects of its topical administration in an 

infection model of wound infection caused by S. aureus. The null 

hypotheses were that SteLL-based treatment (1) would not present 

antimicrobial effects in the in vivo model of S. aureus-infected wounds; (2) 

would not reduce the severity of wound inflammation; (3) would not 

promote wound healing and skin repair; and (4) and would not present in 

vivo immunomodulatory effects. 

 
 

2. Results 
 

2.1 Topical treatment with SteLL reduced the severity of S. aureus- 

infected skin wounds 

During the 17 days of experiment the macroscopy aspects (wound 

area, amount and type of exudate, edema intensity, color of surrounding 

skin tissue, type of debridement tissue) of each wound were daily 

evaluated for determination of an index of severity. In uninfected control, 

due to the absence of an infectious agent, the inflammatory parameters 

were limited to serous-type exudate which decreased from moderate to 

mild as the lesion closed, and granulation tissue was observed after 5 days 

post-infection (dpi). The higher degrees of severity were observed during 

the first 5 dpi in the infected group (Figures 1 and 2). These wounds 

showed high amount of purulent exudate and edema, main indicators of 

intense inflammatory response. Furthermore, the formation of 

granulation tissue was observed only on the tenth day (Figure 1). 
 

Figure 1. Macroscopic analysis of the effect of topical SteLL treatment (32 µg/mL 

and 64 µg/mL) on skin lesions infected by Staphylococcus aureus. 

 

In the groups of animals treated with both SteLL concentrations, 

moderate edema and moderate serous exudate were observed. Compared 

to the infected group, the groups treated with SteLL had a lower degree 

of severity, evidencing that the presence of the lectin decreased the need 

for an inflammatory response more intense, besides having presented 

granulation tissue from the 7th dpi. 
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The index of severity is represented in the Figure 2. It is possible to 

observe that the infected group had the highest scores of infection severity 

(Figure 2a). On the other hand, treatment with SteLL (in both tested 

concentrations) reduced the severity of infection from the seventh and 

eighth day of treatment at the concentration of 64 µg/mL and 32 µg/mL, 

respectively, presenting only mild serous exudate and granulation tissue. 
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Figure 2: Effects of topical treatment with SteLL on the severity of wound infected 

by Staphylococcus aureus. (a) Analysis of the clinical parameters. (b) Area under 

curve (AUC) of the clinical parameters of the animals studied. ***Statistical 

differences among the indicated experimental groups (p<0.0001); #Statistical 

differences in relation to Uninfected group (p<0.0001). 

 

These data are more evident using the area under curve (AUC) 

analysis (Figure 2b), where the infected group had the highest mean AUC 

(72.28 ± 9.21 mm2) and the uninfected the lowest mean AUC (34.0 ± 9.21 

mm2). Indeed, the AUC values for SteLL-treated groups lower than 

infected animals (AUC of 47.25 ± 7.54 mm2 and 48.39 ± 7.62 mm2 for 32 

µg/mL and 64 µg/mL, respectively; p<0.0001). 

 
 

2.2 Topical treatment with SteLL fasted the contraction of S. aureus- 

infected skin wounds 

Regarding the wound area (Figure 3), the values were expressed in 

percentage (%), where the area at 1st dpi represents 100%. In relation to the 

uninfected groups, the infected wounds without treatment showed higher 

area until the 7th dpi. Similarly, the animals treated with SteLL showed 

lower wound area until the 7th dpi in relation to infected group (p<0.05). 

Animals treated with SteLL at 32 µg/mL showed reductions ranging from 

1.95-4.55 folds in relation to untreated infected wounds, while for SteLL 

at 64 µg/mL the reduction ranged from 1.79-2.90-folds. The groups treated 

with SteLL at concentrations of 32 µg/mL and 64 µg/mL showed no 

statistical differences significant (p > 0.05) among themselves and in 

relation to uninfected animals. 
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Figure 3. Effect of topical treatment with SteLL in the contraction of Staphylococcus 

aureus-infected wounds. Area expressed in percentage (%), where the lesion area 

on day 01 represents 100%. ***Statistical differences among the indicated 

experimental groups (p<0.001); **Statistical differences among the indicated 

experimental groups (p<0.01). 

 

To better characterize the efficiency of topical treatment with SteLL, 

histological analyzes were performed using Hematoxylin and Eosin (HE) 

and Masson's trichrome staining (Figures 4 and 5; Table 1). At 3rd dpi, all 

infected wounds showed high amounts of cell debris and intense 

inflammatory infiltrate (with a predominance of polymorphonuclear 

cells), although slightly lower scores were recorded for those treated with 

SteLL at 64 µg/mL (p<0.05). After 10 days of treatment, cell debris and 

moderate inflammatory infiltrate were present in untreated infected 

wounds and in those treated with SteLL at 64 µg/mL. The group treated 

with SteLL at 32 µg/mL showed improved re-epithelization and mild 

inflammatory infiltrate (p<0.05). 

Following, at 17th dpi, inflammatory infiltrate and cell debris were not 

detected in the uninfected wounds and SteLL-treated groups. The 

epidermis presented patterns of normality similar to the control group, 

that is, it is characterized by the strata (basal, spinous, granular and 

corneal). The dermis of these animals showed high cellularity 

(fibroblasts), uniform distribution of collagen fiber bundles and a 

reduction in the inflammatory infiltrate, especially after 17 days of 

treatment. The dermis showed a more uniform and denser distribution of 

collagen fiber bundles in SteLL-treated groups. On the other hand, the 

presence of cell debris and inflammatory infiltrate was still verified in the 

untreated infected group. 
 

Table 1: Histopathological evaluation of healing process induced by 

topical treatment with SteLL in Staphylococcus aureus-infected wounds.      
 

    SteLL  

 
Parameter Uninfected Infected 

32 

µg/mL 

64 

µg/mL 
 

Cell debris 2 ± 0a 3 ± 0b 3 ± 0b 
2.25 ± 

0.5a 

 Re- 

epithelization 
0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 0 ± 0a 

 Inflammatory 
infiltrate 

1.25 ± 0.5a 3 ± 0b 3 ± 0b 
2.5 ± 
0.58c 

3 
d

ay
s 

Fibroblast 
           proliferation  

- - - - 
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u
n
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a
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%
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Cell debris 0 ± 0a 1 ± 0b 0 ± 0a 
1 ± 

0.58b 

 Re- 

epithelization 
3 ± 0a 2.5 ± 0.5b 3 ± 0a 

2.0 ± 

0.5c 

 Inflammatory 

infiltrate 
0 ± 0a 2 ± 0b 1 ± 0c 2 ± 0b 

10
 d

ay
s     

Fibroblast 

proliferation 
1.25 ± 0.5a 3 ± 0b 3 ± 0b 

2.5 ± 

0.58c 

 Cell debris 0 ± 0a 0.5 ± 0b 0 ± 0a 0 ± 0a 

 Re- 

epithelization 
3 ± 0a 3 ± 0a 3 ± 0a 3 ± 0a 

17
 d

ay
s 

Inflammatory 

infiltrate 
0 ± 0a 1 ± 0b 0 ± 0a 0 ± 0a 

Fibroblast 
           proliferation  

2.25 ± 0.5a 2 ± 0a 3 ± 0c 3 ± 0c 

 

 

 

Figure 4. Histopathological analysis of healing process induced by topical 

treatment with SteLL in Staphylococcus aureus-infected wounds using Hematoxylin 

and Eosin (HE) staining. Polymorphonuclear inflammatory infiltrate (arrow); Cell 

debris (arrowhead); Re-epithelialization (asterisk). The pictures are at 

magnifications of 40X (200 µm) and 400X (20 µm). 
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Figure 5. Histopathological analysis of healing process induced by topical 

treatment with SteLL in Staphylococcus aureus-infected wounds using Masson's 

trichrome staining. Polymorphonuclear inflammatory infiltrate (arrow); Cell 

debris (arrowhead); Re-epithelialization (asterisk). The pictures are at 

magnifications of 40X (200 µm) and 400X (20 µm). 

 

2.3 Topical treatment with SteLL reduced the bacterial load of skin lesions 

infected by S. aureus. 

The in vivo antimicrobial effects of the topical administration of SteLL 

were evaluated at 3 dpi, 10 dpi and 17 dpi (Figure 6). When compared to 

uninfected animals, the wounds infected by S. aureus presented CFU 

values increased by approximately 1683 folds, 117 folds, and 68 folds after 

3 dpi (Fig. 6a), 10 dpi (Fig. 6b), and 17 dpi (Fig. 6c) (p < 0.0001). On the 

other hand, the topical treatment with both SteLL concentrations resulted 

in statistical differences in bacterial load in relation to untreated infected 

wounds (p < 0.0001). Specifically, the administration of the lectin at 32 

µg/mL resulted in reductions in bacterial load of the order of 12-folds (3 

days of treatment), 72-folds (10 days of treatment) and 12-folds (17 days 

of treatment). Similarly, mice treated with SteLL at 64 µg/mL showed 

values of S. aureus load decreased by 14-folds, 282-folds and 14 folds in 

the tested periods. 
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Figure 6. Effect of topical treatment with SteLL (32 µg/mL and 64 µg/mL) on 

bacterial load in wounds contaminated by Staphylococcus aureus. (a) Bacterial load 

after 3 days of infection; (b) Bacterial load after 10 days of infection; (c) Bacterial 

load after 17 days of infection. *** Statistically differences (p<0.0001). 

 

2.4 Topical treatment with SteLL modulated the levels of 

inflammatory markers at skin lesions infected by S. aureus. 

The levels of inflammatory markers (IFN-γ, IL-6, IL-10, IL-12p70, 

MCP-1, TNF-α and VEGF) were measured in the lesion tissue on the 3rd 

dpi, and its production was reported in picograms per mg of protein 

(pg/mg) (Fig. 7). The infection induced by S. aureus significantly increased 

the production of IL-6, MCP-1, TNF-α and VEGF in relation to the lesions 

without infection (p< 0.001); for other markers, no conclusive results were 

obtained. On the other hand, the topical application of SteLL in S. aureus- 

infected wounds reduced the amounts of these markers to values similar 

to those detected in animals without infection (p> 0.05). The average 

reductions for both SteLL concentrations were 97.41% for IL-6 (p<0.0001), 

97.87% for MCP-1 (p<0.0001), 87.09% for TNF-α (p<0.0001) and 41.40% for 

VEGF (p<0.01). 
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Figure 7. Effect of topical SteLL treatment on inflammatory markers levels in 

wound tissue infected by Staphylococcus aureus. *** Statistically differences 

(p<0.0001). 

 

3. Discussion 

S. aureus is commonly found in wound infections where this 

pathogen increases the time for healing and skin repair [17,30]. In this 

context, there is an urgent need for compounds able to treat wound 

infection by direct inhibition of bacterial growth or by improving the host 

response (immune system and healing process) [31–34]. Some lectins have 

been highlighted as promising healing agents for skin wound, especially 

those with affinity to mannose [32,35] and galactose [36,37]. Despite the 

immunomodulatory, healing and anti-infective potential of these 

proteins, their application on models of skin infection has not been 

properly addressed [32]. Herein, the effects of the topical administration 

of SteLL, a N-acetylglucosamine-binding protein, were evaluated in 

murine model of skin wounds infected by S. aureus. 

In addition to these previous results, the topical treatment with both 

SteLL concentrations (32 µg/mL and 64 µg/mL) significantly decreased 

the bacterial load in the tissue, reducing the inflammation severity and 

promoting faster wound healing. Indeed, SteLL is reported as a protein 

with the ability to inhibit the growth of Gram-negative and Gram-positive 

bacteria of clinical interest, having a stronger inhibition of S. aureus [14], 

which is associated to the fact that this lectin specifically binds to N- 

acetylglucosamine [15,16], a carbohydrate present in the cell wall of 

Gram-positive bacteria [17]. The in vivo antimicrobial action of SteLL was 

previously demonstrated using G. mellonella. The larvae infected by S. 

aureus and treated with SteLL had a longer survival compared to 

untreated larvae, with a decrease in bacterial load in hemolymph [25]. 

During the experiment, the wound contraction and the clinical 

characteristics (as markers of inflammation severity) were evaluated. The 

SteLL-treated animals showed faster wound contraction and reduced 

severity score when compared to untreated animals. These results are 

**** **** **** 

**** 

**** 
**** 
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confirmed by the lower detection of cytokines and VEGF in mice treated 

with SteLL in comparation to other groups. The healing action of SteLL 

seems to be related to its antimicrobial and immunomodulatory effects, 

since no significant healing effects were observed in uninfected wounds 

treated with the tested SteLL concentrations (data not shown). 

The immunomodulatory effects of SteLL have been reported in mice 

macrophages (infected or not by S. aureus) and mice splenocytes [25,38]. 

In uninfected macrophages the lectin stimulated the production of 

mitochondrial superoxide, nitric oxide and cytokines (IL-6, IL-10, IL-17A, 

and TNF-α). SteLL-treated macrophages showed improved bactericidal 

action towards S. aureus and reduced the expression of IL-17A and IFN-γ 

in infected macrophages [25]. The immunomodulatory effects of SteLL 

were also evaluated in mice splenocytes. These cells when treated with 

SteLL showed increased release of pro-inflammatory cytokines (IL-2, IL- 

17A, IFN-γ and TNF-α) and anti-inflammatory cytokines (IL-4) [38]. 

The creation of a new vasculature via is essential phase of healing 

pathway to promote the delivery of nutrients, oxygen, immune cells, 

inflammatory mediators and growth factors [39]. In general, the 

angiogenesis is correlated with inflammatory response, due the 

production of proangiogenic mediators by inflammatory cells [13,40]. In 

this sense, the excessive inflammation could lead to an increased creation 

of a dense but poorly perfused capillary bed which could result in lower 

healing outcomes [40,41]. 

In this context, as seen in our results, the severe inflammation 

response trigged by S. aureus resulted in increased levels of VEGF, one of 

the major growth factors associated with angiogenesis [42,43]. 

Importantly, the SteLL treatment significantly reduced the VEGF levels of 

S. aureus-infected wounds. The values were similar to those detected in 

uninfected wounds. The antiangiogenic properties of SteLL were 

previously observed in sarcoma 180-bearing mice and associated with its 

antitumor action [26]. 

As described above, the healing actions of some lectins have been 

previous demonstrated such for those isolated from Cratylia mollis 

(Cramoll) [32], Parkia Pendula [35], Artocarpus incisa (frutalin) [36], Bauhinia 

variegata (BVL) [37]. However, only Cramoll, a mannose- binding lectin 

has been reported as an immunomodulatory agent in S. aureus-infected 

skin wound [32]. In addition, for the best of our knowledge, it is the first 

report about the in vivo antimicrobial activity of an N-acetylglucosamine- 

binding lectin. However, a limitation of this present study is that the role 

of the sugar binding domain in the action of SteLL was not determined, 

as well as the molecular mechanisms involved. 
 

4. Materials and Methods 
 

4.1 SteLL purification 

Leaves of S. teribinthifolius were collected in Recife (Brazil) at the 

campus of the Universidade Federal de Pernambuco. The lectin purification 

was performed using the methodology previously described [24]. In short, 

the powder obtained from the dried leaves (20 g) was diluted in saline 

solution (0.15 M NaCl) and subjected to agitation (4º C). After 16 hours, 

the filtered extract was centrifuged (3000 rpm/15 minutes) and passed 

through activated carbon (10%) and then subjected to chitin column 

(Sigma-Aldrich, MO, USA). After elution, SteLL was obtained after 

dialysis (10 kDa cut-off membrane; Sigma Aldrich, MO, USA) with 

distilled water (6 h, 4º C). Protein concentration was determined using a 

standard curve of bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, MO, USA) 
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[44]. The hemagglutinating activity (HA) assay was performed to ensure 

the lectin functionality [45]. SteLL homogeneity was confirmed by 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing 

conditions. 
 

4.2 Animals and ethical conditions 

The study was carried out in the vivarium of the CEUMA University 

in São Luís (MA), after approval by the Ethics Committee for the Use of 

Animals of the institution (CEUA-UNICEUMA), under Protocol No. 

00013/18. Seventy-two healthy C57/BL6 mice (6 to 8 weeks) were used in 

this study presenting body weight between 19 to 30 g. The animals were 

distributed in four groups (as described below) and housed in cages of 

polypropylene placed in a ventilated rack with independent insufflation 

and exhaust systems to reduce the risk of contamination. The 

experimental procedures were conducted in an airy room with an average 

temperature of 21ºC and 12 hours light-dark cycle. During all period, 

water and food were served ad libitum. 
 

4.3 Induction of experimental skin injuries and treatment 

The animals were anesthetized by intramuscular administration of 

xylazine hydrochloride (1 mg/kg) and ketamine chloride (50 mg/kg). 

After, in sterile environment, the dorsal thoracic region was trichotomized 

and cleaned with 70% ethyl alcohol and sterile saline solution (150 mM 

NaCl). The wound area was demarcated (64 mm2) and the skin was 

removed with blunt-tipped scissors and dissection forceps. The wound 

infection was performed by S. aureus 432170 (4.0 x 106 CFU/wound), an 

isolate obtained from foot ulcer of a patient with type 2 diabetes mellitus 

[46]. 

The animals were separated groups: (1) mice with uninfected 

wounds and daily treated with 50 µL of PBS (uninfected control group); 

(2) mice with wounds infected by S. aureus and daily treated with 50 µL 

of PBS (infected control group); (3) mice with wounds infected by S. aureus 

and daily treated with 50 µL of SteLL at 32 µg/mL; (4) mice with wounds 

infected by S. aureus and daily treated with 50 µL of SteLL at 64 µg/mL. 

The treatment started 24 hours after the infection. Six animals of each 

group were euthanized by anesthetic overdose at 3rd dpi, 10th dpi and 17th 

dpi and the skin fragments (covering the lesion area and intact skin) were 

collected for histological analysis and quantification of bacterial load and 

inflammatory mediators (Figure 8). 

 

 
Figure 8. Experimental timeline followed in this study. 

 

 

4.3 Analysis of macroscopic aspects 
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The wounds were daily photographed, and their area was calculated 

using the ImageJ program (National Institutes of Health) [47]. The 

macroscopic analysis of the wounds was performed within a laminar 

flow, to calculate a severity score based on the following clinical 

parameters: wound area (0-7), amount of exudate (0-3), type of exudate 

(0-4), edema intensity (0-3), color of surrounding skin tissue (0-4), type of 

debridement tissue (0-3). The score of each animal was recorded daily 

until the end of the experiment [48]. 
 

4.4 Histological evaluation 

The skin fragments fixed in 10% buffered formaldehyde (pH 7.2) and 

proceed to obtain tissue sections (3 - 5 µm) that were stained with 

Hematoxylin and Eosin and Masson's trichrome staining. The material 

was analyzed by light microscopy (at least 10 fields) at magnifications of 

40 to 400 X. The criteria evaluated included cellular debris, inflammatory 

infiltrate, reepithelization, vascularization, fibroblast proliferation and 

distribution pattern of collagen fibers. The following scores were 

established for the intensity of histological findings: absent (when the 

parameter was not observed in any field), discrete (when observed in 1 to 

3 fields), moderate (when observed in 4 to 6 fields), and intense (when 

observed in over 7 fields). 
 

4.5 Bacterial quantification 

The quantification of viable bacteria from the skin lesions was 

performed on the at 4th dpi, 11th dpi and 17th dpi. The collected tissues were 

macerated with sterile PBS using vortex (five cycles of 30 s) followed by 

centrifugation (5 min at 2500 RPM). The resulting solution was 10-folds 

diluted and plated on Mannitol Salt Agar. Each plate was incubated for 24 

hours at 37°C and the bacterial load was expressed as CFU/g of tissue. 
 

4.6 Quantification of inflammatory markers 

Cytokines (IFN-γ, IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, TNF-α) in wound 

tissues were measured using Mouse Inflammation Kit BD™ Cytometric 

Bead Array (CBA; BD Biosciences, Sao Paulo, Brazil). The analysis was 

performed in BD Accuri C6 flow cytometer, according to the 

manufacturer instructions. The results were obtained using CBA FCAP 

Array software (BD Biosciences, Sao Paulo, Brazil) and expressed as pg/g 

of tissue. 

The levels of VEGF were determined by the Mouse VEGF ELISA Kit 

(Sigma-Aldrich; São Paulo, SP, Brazil), following the manufacture 

instruction. The protein concentration in each sample was quantified by 

Bradford reagent (Sigma-Aldrich; São Paulo, SP, Brazil) using a standard 

curve of BSA. The absorbance values were obtained using a 

spectrophotometer (Plate reader MB-580; Heales, Shenzhen, China). The 

results were expressed as VEGF per mg of total protein. 
 

4.7 Statistical Analysis 

Results were expressed as mean ± standard error. The inhibition 

percentages were calculated as the average of the values obtained for each 

individual experiment. The graphs and statistical evaluation of the results 

were performed in the Graphpad Prism 5.0. The data were analyzed by 

One-Way Analysis of Variance (ANOVA), followed by the Boferroni test 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A significance level lower 

than 0.05 was adopted. 
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5. Conclusions 

The topical administration of SteLL reduced the bacterial load at 

wound site, decreasing the inflammatory severity due the lower release of 

inflammatory markers (IL-6, MCP-1, TNF-α and VEGF). These effects led 

to faster wound contraction and improved skin repair. The data provided 

more insight into the in vivo antimicrobial and immunomodulatory effects 

of SteLL. For the best of our knowledge, it is the first evaluation of the in 

vivo antimicrobial activity of an N- acetylglucosamine-binding lectin. 

Taken together, the findings of this study indicate that SteLL has 

great potential for use in the development of agents for wound healing. 

Future studies are needed to elucidate the molecular mechanisms 

involved in SteLL healing effects. In addition, other projects are in 

progress to design new dressing incorporated with SteLL to be evaluated 

in in vivo models. 
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