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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade cicatrizante do gel da galactomanana
das sementes de C. grandis, com destaque para a sua potencialidade em
queimaduras de segundo grau in vivo utilizando, associado a terapia de
fotobiomodulagdo (TFBM). O gel foi preparado com 1,7% (p/v) da galactomanana
extraida por precipitacdo etandlica. A atividade citotoxica foi realizada através do
método do MTT com células L-929 (fibroblastos murinos) e a hemolitica utilizando
eritrécitos murinos (ratos Wistar machos). A atividade cicatrizante in vitro foi avaliada
frente a fibroblastosL-929, enquanto a in vivo utilizou 60 ratos machos Wistar albinos
(Rattus norvegicus)pesando 250 + 50 g, anestesiados (xilazina 10 mg.kg-1 e cetamina
90 mg.kg-1), tricotomizados no dorso (3 cm2) e higienizados (1% de
polivinilpirrolidona-iodo). A queimadura de segundo grau foi confeccionada através do
contato com barra de aluminio (& = 10 mm, 90 graus C, 15 s) sobre a pele dos animais
divididos de forma aleatéria em quatro grupos experimentais: (GG) - tratado com o gel
de galactomanana; (GL) - tratado com laser (TFBM); (GLG) — tratado com TFBM
associada ao gel de galactomanana; e (GC) — controle, tratado com NaCl 0,9%. Os
resultados revelaram que o gel de galactomanana n&o apresentou citotoxicidade. A
atividade cicatrizante invitro mostrou que o gel de galactomanana (50 pg/mL) promoveu
um ambiente propicioe estimulante ao crescimento celular ao longo do periodo de 6 a
72 h de tratamento. No processo de cicatrizagdo in vivo foi observado que o GL
apresentou valor de contragéo de ferida (13,89 £ 3,41 %) inferior (p < 0,05) aos demais
grupos (média de 26% de contragado sem diferenca estatistica entre eles) no terceiro
dia de analise. No décimo quarto dia experimental, GG, GL e GLG apresentaram
contragao semelhante (média de 95%)e superior (p <0,05) ao GC (83,14 £4,43%); com
21 dias, no entanto, todos os gruposapresentaram contragdo de aproximadamente
100% (p > 0,05). Na analise histologicafoi constatado que os GL e GLG demonstraram
excelentes propriedades de cicatrizagdo com 14 dias de analise; aos 21 dias, no geral,
todos os grupos apresentaram recuperacéo da ferida quando comparados ao terceiro
e décimo quarto dia de experimento. Diante das observagbes macroscopicas e
microscopicas do estudo, € possivel concluir que os tratamentos isolados com o gel de
galactomanana ou a TFBMefetivamente aceleraram a cicatrizagado de queimaduras, no
entanto o sistema “TFBM associada ao gel de galactomanana” promoveu
reepitelizacdo e remodelacdo estromal com melhor evolugédo de recuperagcéo do
epitélio devido ao efeito sinérgico positivo e, por isso, desponta como uma alternativa
terapéutica promissora.

Palavras chaves: biotecnologia, queimadura, cicatrizacdo de feridas,
fotobiomodulagao, polissacarideos.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the healing activity of the galactomannan gel from C.
grandis seeds, with emphasis on its potential in 2nd degree burns in vivo using Wistar
rats, associated with photobiomodulation therapy (PBMT). Gel was prepared with 1.7%
(w/v) galactomannan (extracted by ethanolic precipitation). Cytotoxic activity was
performed using the MTT method with L-929 cells (murine fibroblasts) and hemolytic
activity was performed in 96-well plates using murine erythrocytes (male Wistar rats).
In vitro healing activity was evaluated against L-929 fibroblasts, and in vivo was used
60 male Wistar albino rats (Raftus norvegicus) weighing 250 + 50 g, anesthetized
(xylazine 10 mg/Kg and ketamine 90 mg/kg), shaved on the back (3 Cm2) and sanitized
(1% polyvinylpyrrolidone-iodine). The 2nd degree burn was made by contact with an
aluminum bar (d = 10 mm, 90 degree C, 15 s) on the skin of the animals randomly
divided into four experimental groups: (GG) - treated with the gel from galactomannan;
(GL) -laser treated (PBMT); (GLG) — treated with PBMT associated with galactomannan
gel;and (GC) — control, treated with 0.9% NaCl. The results revealed that the
galactomannan gel did not present cytotoxicity. /n vitro healing activity showed that
galactomannan gel (50 ug/mL) promoted a favorable and stimulating environment for
cell growth in the period from 6 to 72 h of treatment after injury. In vivo healing process,
it was observed that the GL presented a wound contraction value (13.89 + 3.41%)
lower (p < 0.05) than the other groups (average of 26% of contraction with no statistical
difference between them) on the 3rd day of analysis. On the 14th experimental day,
GG, GL and GLG showed contraction similar (mean of 95%) and superior (p < 0.05) to
GC (83.14 + 4.43%); at 21 days, however, all groups showed contraction of
approximately 100% (p > 0.05). In the histological analysis, it was found that the GL
and GLG showed excellent pro-wound healing properties after 14 days of analysis; at
21 days, in general, all groups showed wound recovery when compared to the 3rd and
14th days of the experiment. In view of the macroscopic and microscopic observations
of the studyj, it is possible to conclude that the isolated treatments with galactomannan
gel or PBMT effectively accelerated the healing of burns, however the system "PBMT
associated with galactomannan gel" promoted re-epithelialization and stromal
remodeling with better evolution of recovery of the epithelium due to the positive
synergistic effect and, therefore, emerges as a promising therapeutic alternative.

Keywords:  biotechnology, burn, biological activity, =~ wound healing,
photobiomodulation, polysaccharides.
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1 INTRODUGAO

Os polimeros naturais, ou biopolimeros, constituem uma grande parte da
biomassa em nosso planeta, sendo compostos por longas cadeias de monémeros do
mesmo tipo ou de combinagdes de mondmeros diferentes. Os polissacarideos sao
exemplos de biopolimeros compostos por estruturas secundarias que desempenham
importantes fungdes em plantas, animais e microrganismos. Devido a suaplurivaléncia
e biodegradabilidade, alguns polissacarideos estdo sendo amplamente utilizados em
industrias biomédicas como materiais sustentaveis e renovaveis (TORRES et al.,
2019).

A procura por fontes renovaveis para desenvolver hidrogéis a base de
polissacarideos tem despertado o interesse de muitos pesquisadores na area da
engenharia biomédica, principalmente por serem gradualmente absorvidos pelo corpo
humano e por alguns deles serem capazes de regenerar tecidos através da interagao
com células imunoldégicas, hidratando lesdes e acelerando o processo cicatricial, como
por exemplo as galactomananas.

As galactomananas sao polissacarideos constituidos por varias unidades dos
monossacarideos manose e galactose unidos por ligagdes glicosidicas, obtidos de
diferentes fontes (vegetais, fungos e algas). As obtidas de fontes vegetais s&o
encontradas, principalmente, no endosperma de sementes de plantas, que exercem
funcdes de reserva de energia e hidratagdo e tém-se destacado por apresentar um
elevado rendimento de extragdo. Em decorréncia das suas propriedades particulares,
como massa molaelevada,solubilidade em agua e carater ndo-ibnico (POLLARD et
al., 2010), podem atuar como estabilizador de emulsdo e na preparacao de filmes e
em sistemas mistos como hidrogéis (ALBUQUERQUE et al., 2014; SOARES, 2015;
RODRIGUEZ-CANTO et al.,, 2020), apresentando vasta aplicagdo na area da
biotecnologia, = especialmente  nas  industrias  farmacéutica, = cosmética
(ALBUQUERQUE et al., 2016) e alimenticia (ANDRADE et al., 2018a,b).

A galactomanana extraida de sementes de Cassia grandis, espécie
amplamente encontrada na regido da mata do Estado de Pernambuco, é capaz de
formar gel na concentragdo superior a 1,7% (p/v) (ALBUQUERQUE et al., 2014) e
suas membranas/filmes, elaboradas na concentragdo de 0,8% (p/v), foram capazes
de acelerar o processo de cicatrizag&o in vivo em ratos Wistar (ALBUQUERQUE et
al., 2017).
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A cicatrizacido de feridas € um processo complexo e dinamico composto por
varios eventos celulares que devem ser fortemente coordenados para reparar
eficientemente o tecido danificado (WILKINSON e HARDMAN, 2020). Lesbes
causadas através de trocas térmicas, conhecidas como queimaduras, sdo provocadas
pelos extremos de temperatura (frio ou calor), além de reagdes quimicas, elétricas ou
radiagdo. As queimaduras, consideradas um problema de saude publica global, sdo
responsaveis por cerca de 180 mil mortes anuais. Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) e a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ), sao registrados cerca
de 1 milhdo de casos de queimaduras por ano e, dependendo da gravidade daslesdes,
200 mil casos sédo atendidos nos servigos de emergéncia enquanto 40 mil s&o
hospitalizados, gerando altos custos para os servigos de saude. No Brasil, o Sistema
Unico de Saude (SUS) destina cerca de R$ 55 milhdes/ano para o tratamento de
pacientes vitimas de acidentes com queimaduras, cuja frequéncia meédia anual atinge
2 milhdes. Cerca de 100 mil pessoas recebem atendimento hospitalar e 2500 vao a
obito (DALLE-CORTE et al., 2019).

Apoés a ocorréncia da queimadura, o organismo responde com uma série de
eventos fisioldgicos, numa tentativa de restabelecer a continuidade epitelial. E sabido
que a presenga de hidrocoloide, como hidrogéis, nos locais de queimadura facilitam o
desbridamento autolitico, resultando no aumento na proliferagéo celular, assim como
a laserterapia, conhecida como terapia de fotobiomodulagao (TFBM), por auxiliar no
desempenho a nivel celular, modulando a proliferagcado dos fibroblastos, a fixacdo e a
sintese de colageno e procolageno, a promogéao da angiogénese com a melhora do
metabolismo energético nas mitocondrias (LIMA et al., 2022), exibindo um tecido
cutaneo de melhor qualidade (ANDRADE et al.,, 2020) e, consequentemente
contribuindo para a melhoria da qualidade de vida fisica e psicoldgica do individuo.

Assim, visando uma terapia mais eficiente na cura de lesdes causadas por
queimaduras, e na busca por contribuir com o fortalecimento da industria
farmacéutica, médica e cosmética na regido Nordeste do pais, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar o poder cicatrizante do gel da galactomanana
extraida das sementes de C. grandis, associado ou ndo a TFBM, no processo in vivo

de cicatrizagao de feridas por queimaduras de 2° grau em ratos Wistar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade cicatrizante do gel de galactomanana extraida das sementes
de Cassia grandis em queimaduras de segundo grau, induzidas em ratos Wistar,
tratadas com o gel associado ou nado a terapia de fotobiomodulacao (TFBM).

2.1.1 Objetivos Especificos

e Extrair a galactomanana contida nas sementes da Cassia grandis;

e Obter o gel da galactomanana a 1,7% (p/v);

e Avaliar o potencial citotoxico e hemolitico do gel de galactomanana;

e Avaliar a atividade cicatrizante in vitro do gel de galactomanana;

e Avaliar a atividade cicatrizante in vivo do gel de galactomanana associado ou
nao a TFBM, em ratos Wistar;

e Acompanhar a evolugao do processo de cicatrizagao do ponto de vista clinico
e microbioldgico;

e Acompanhar a cicatrizagao do ponto de vista histopatologico, através de
biopsia, nos dias 3, 14 e 21 do pds-operatorio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sao polimeros naturais extraidos de plantas, algas, animais,
fungos ou obtidos por fermentagdo que, por apresentarem diversas atividades
biolégicas, podem ser aplicados em uma ampla gama de usos, desde a area
alimenticia até a industria biomédica (ALBUQUERQUE et al., 2016). Suas atividades
biolégicas dependem de sua estrutura e propriedades fisico-quimicas, incluindo
solubilidade em agua, composicdo de monossacarideos, grau de ramificagao,
estrutura e peso molecular (XIA et al., 2021).

Estruturalmente, os polissacarideos sdo complexos e diversos e, em
comparagao a outras biomoléculas, possuem diversos grupos funcionais, incluindo —
OH, —COOH, —NH2 e —OSO03, tornando-os uma atrativa classe de polimeros com
propriedades ajustaveis. As caracteristicas estruturais envolvem composi¢ao quimica,
massa molecular, esqueleto, comprimento, grau de ramificagdo, polimerizagao,
ligacdo glicosidica e conformacdo 3D (LUO, 2020; HEIDARIAN et al., 2020).

Os polissacarideos sdo macromoléculas biolégicas compostas por mais de 20
agucares simples (monossacarideos) sequencialmente ligados através de ligagbes
glicosidicas; podem ser classificados em varias classes com base na estrutura
(lineares ou ramificados), fungdo (armazenamento energético, estrutural e
comunicagao celular), composigdo (homo ou heteropolissacarideos) e carga (neutros,
aniénicos e catidnicos). Em termos de fonte de polissacarideos, as plantas s&o uma
das fontes mais ricas, compostas principalmente de celulose, hemicelulose, pectina e
amido.

Basicamente, o isolamento, a purificacdo e a utilizacdo dos polissacarideos
dependem de suas caracteristicas estruturais. As principais estruturas dos
polissacarideos de produtos naturais sdo bastante complexas e diversas, porém as
estruturas basicas de sua cadeia principal sdo frequentemente glucano, frutano,
xilano, manano, galactano, etc., ou um polimero de dois ou varios monossacarideos
(por exemplo, galactomanana, pectina). Assim, devido a enorme heterogeneidade
estrutural, as abordagens de isolamento e purificagdo s&o o passo inicial para estudos

sobre a estrutura dos polissacarideos, sua farmacologia e as relagdes estrutura-
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atividade, uma vez que essas macromoléculas desempenham multiplos efeitos
terapéuticos (SHI, 2016).

Estudos recentes mostram que os polissacarideos extraidos de produtos
naturais desempenham um papel em varias atividades fisioldégicas, como
reconhecimento celular, diferenciacdo, metabolismo e resposta imune, além de
exercer acdo antioxidante, anti-tumoral, efeitos anti-inflamatérios, anticoagulantes,
antibacterianos, hipolipidémicos, imunomoduladores e hepatoprotetores (CHEN et al.,
2020; Jl et al., 2020; HOU et al., 2020; SONG et al., 2019).

Os polissacarideos naturais isolados de plantas e fungos s&o usados como
matérias-primas nas industrias alimenticia e farmacéutica devido a suas propriedades
de pouca ou nenhuma toxicidade e efeitos colaterais minimos; entretanto, muitos
polissacarideos naturais possuem baixa bioatividade quando comparados aos
medicamentos sintéticos devido a sua estrutura e propriedades fisico-quimicas
(CHAKKA e ZHOU, 2020; LAVUDI e SHTHATI, 2020). A presenca dos diversos grupos
funcionais dos polissacarideos permite o ajuste de suas propriedades e, também, a
personalizagdo de suas funcionalidades, tais como a preparagdo de uma gama de
novas bio-nanoestruturas (BILAL et al., 2021).

Por se comportarem como “materiais inteligentes/espertos/responsivos” e
oferecerem uma variedade de propriedades que podem ser exploradas em diversas
aplicagdes, os polissacarideos naturais tém ganhado cada vez mais atengao
(HOSSAIN et al., 2022). Dos varios polissacarideos existentes, as galactomananas,
ao longo das ultimas décadas, tém atraido grande atencdo pelo amplo uso nas
industrias alimenticia, farmacéutica, biomédica e cosmética devido as suas

propriedades funcionais e terapéuticas.

3.1.1 Galactomananas

As galactomananas sao polissacarideos heterogéneos nao i6nicos
biocompativeis e biodegradaveis de ocorréncia natural, compostos por uma cadeia
linear com unidades B-1,4-D-manopiranose substituidas por unidades ligantes de a-
1,6-D-galactopiranose (Figura 1), que diferem uma da outra pela relagéo
manose/galactose (M/G) (CERQUEIRA et al., 2011; YADAV e MAITI., 2020).
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Figura 1. Segmento representativo de uma cadeia de galactomanana de origem vegetal.
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Fonte: ALBUQUERQUE et al., 2016.

Esses polissacarideos sao ricos em grupos hidroxila, o que permite que eles se
liguem e absorvam agua; ainda, por serem ricos em grupos cis-OH da manose,
permitem a agregacao de cadeia a cadeia via pontes de hidrogénio, de modo que a
hidratagédo se torna mais complexa se a interligagédo cruzada ocorrer. Por substituicao
com galactose, a natureza estabelece impedimento estérico entre as moléculas e,
assim, aumenta a solubilidade em agua (PRAJAPATI et al., 2013). Isto é, a
solubilidade em agua das galactomananas aumenta com o aumento do teor de
galactose (ou seja, com a diminuigdo da razdo M/G), presumivelmente porque os
substituintes de galactose inibem o empacotamento no estado sélido das cadeias de
manana e contribuem para a entropia conformacional no estado de solugédo pela
liberdade de rotagéo sobre as ligagdes (1—6). Um nivel de substituicdo de galactose
de 10% é necessario para a solubilidade em agua (SILVEIRA e BRESOLIN, 2011). A
relacdo M/G, geralmente entre 1 e 5,0, varia consideravelmente dependendo da fonte
de galactomanana (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005; CERQUEIRA et al., 2011).

As galactomananas s&o fibras dietéticas soluveis comuns em plantas
leguminosas e tém sido reportadas por suas atividades bioldgicas, tais como atividade
antidiabética, potenciador imunoldgico e cicatrizante. Recentemente, Li et al. (2021)
reportaram a presenca de atividade antioxidante e antidiabética, assim como amelhora
da microbiota intestinal ao avaliarem as galactomananas de diferentes fontes.Ainda,
porque as fibras dietéticas diminuem as concentragcdes plasmaticas pos-
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prandiais de glicose, insulina e triglicerideos, apresentam um efeito clinico
hipocolesterolémico relevante (PRAJAPATI et al., 2013).

Uma das grandes vantagens das galactomananas é sua capacidade de formar
solugdes muito viscosas em concentragdes relativamente baixas que sdo apenas
levemente afetadas pelo pH, forga ibnica e processamento de calor (SITTIKIJYOTHIN,
TORRES e GONCALVES, 2005). A viscosidade das galactomananas tende a
permanecer constante em um amplo intervalo de pH (1 a 10,5), principalmente devido
ao carater neutro de suas moléculas, e ndo se espera que suas propriedades mudem
com a forga i6nica. No entanto, alguma degradacdo pode ocorrer sob condigdes
altamente acidas e alcalinas a altas temperaturas. A viscosidade e a estabilidade das
solugbes de galactomanana apdés o armazenamento dependem do tempo e da
temperatura utilizados durante a preparacdo da solucdo formadora de filme. O
aquecimento das galactomananas a temperaturas acima de 60 °C tende a fornecer
uma alta viscosidade inicial, mas leva a uma estabilidade inferior (em termos de
mudancgas dependentes de tempo na viscosidade) (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005).
As solugbes de galactomanana geralmente exibem um comportamento nao
newtoniano, no qual a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento
(GARTI et al., 1997; ALBUQUERQUE et al., 2014).

As principais fontes de obtencdo de galactomanana s&o a partir de fontes
microbianas e principalmente de plantas, onde desempenham funcdo de reserva e
cuja principal fonte é o endosperma das sementes, com destaque para os membros
da familia Leguminosae (CERQUEIRA et al., 2011), que possui espécies espalhadas
por todo o mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais, que variam de
arvores emergentes até ervas diminutas e efémeras (LEWIS et al., 2005).

As galactomananas podem ser obtidas em sua forma pura, com alto
rendimento, por extracdo aquosa do endosperma das sementes de leguminosas
(ALBUQUERQUE et al., 2016). Assim, por ser um recurso vegetal abundante, a
producdo de galactomanana em escala industrial tem sido amplamente visada,
especialmente nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, inclusive como
materiais promissores para serem utilizados como matriz de revestimento em
processos de microencapsulagado visando a liberacdo controlada de moléculas
bioativas (PASCOAL et al., 2021), como revestimento eficiente capaz de manter a
qualidade pds-colheita de frutos, atuando como barreira gasosa semipermeavel,
reduzindo a perda de massa e mantendo a qualidade das mangas Tomas Atkins por
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um periodo mais longo de armazenamento (AGUIAR et al., 2011), assim como matriz
de afinidade para purificagédo de lectinas ligantes de galactose (MOREIRA et al., 1998;
SESHAGIRIRAO et al., 2005; GARROS-ROSA et al., 2006; BRAGA et al., 2011).

Geralmente, o peso molecular de galactomananas isoladas de sementes de
leguminosas é tdo alto quanto milhares de Dalton (Da, 1 Da = 1 g/mol) (TAO et al.,
2021), com peso molecular médio na faixa de 1 a 2 x 10° Da (CERQUEIRA et al.,
2009). As galactomananas industriais sdo isoladas comercialmente das sementes de
plantas guar, alfarroba, feno-grego e tara (KONTOGIORGOS, 2019).

Algumas industrias utilizam a galactomanana por ser uma fonte barata,
ecoldgica, ndo-toxica e considerada GRAS (Geralmente Reconhecida como Segura).
Por exemplo: na area alimentar, sdo comumente utilizadas como espessantes,
estabilizantes e substitutos de gorduras em sorvetes, molhos, flmes ou revestimentos
para prolongar a vida util de varios alimentos (GERMANO et al., 2019). Também sao
destinadas para uma variedade de aplicagdes nas industrias de laticinios, panificagcao,
confeitaria, carnes e bebidas com o principal objetivo de aumentar a viscosidade,
controlar a separagao de fases e a sinérese e estruturar a agua com a formacéo de
uma rede tridimensional, enquanto as aplica¢gdes avangadas incluem a formacao de
materiais de embalagem biodegradaveis e o uso como veiculos para entrega de
produtos bioativos (KONTOGIORGOS, 2019). Na industria farmacéutica, as
galactomananas séo utilizadas em diversas formas, como comprimidos ou capsulas,
hidrogéis e filmes, além do simples uso como excipiente inerte, onde desempenham
papel na modificacdo da liberagdo do farmaco, principalmente no ambiente coldnico,
como matriz ou material de revestimento (SILVEIRA e BRESOLIN, 2011). Na industria
téxtil, elas sdo usadas para engrossar os corantes na impressao e tingimento de fibras,
tecidos e carpetes. No campo dos explosivos, sdo usadas para espessar as solugoes
salinas de nitrato, que s&o os componentes basicos das formulagcdes explosivas de
lama, pois sdo composi¢des mais seguras de usar (SITTIKIJYOTHIN, TORRES e
GONCALVES, 2005).

As galactomananas, quando hidratadas, ocupam um grande volume
hidrodinamico em solugdo aquosa e controlam o comportamento reolégico de toda a
solugédo, por isso, sdo consideradas agentes gelificantes, enquanto mostram
interagdes sinérgicas com outros polissacarideos, como agar, xantana, carragenana

e goma de mostarda amarela, formando uma rede de gel tridimensional em condigbes
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apropriadas (FERNANDES, GONCALVES e DOUBLIER, 1994; SCHORSCH,
GARNIER e DOUBLIER, 1997).

Os nanomateriais a base de galactomanana também tém sido testados para
vacinagdo oral, administracdo oral de insulina, direcionamento de células
cancerigenas e macrofagos, administragdo controlada de drogas, extragdo de metais
pesados e aplicagdes de curativos (YADAV e MAITI, 2020). Ainda, segundo esses
autores, as galactomananas da goma cassia, goma tara, Delonix, Leucaena
leucocephala e Punica granatum estado entre os materiais menos estudados para
aplicacdes bioldgicas e que a exploracdo de nanomateriais a base de galactomanana
para uso em aplicacdes farmacéuticas sdo importantes para o crescimento econémico
e social de paises em desenvolvimento que possuem uma rica biodiversidade.

Assim, percebe-se que existe uma tendéncia mundial relacionada as pesquisas
desenvolvidas sobre a utilizagdo das galactomananas, indicando a grande
necessidade de encontrar sementes que constituam novas fontes alternativas para
extracdo deste polissacarideo, especialmente para producgao industrial.

Dos principais biomas mundiais, o territério brasileiro possui ao todo seis
biomas (Amazbnia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal), o que nos
permite afirmar que o Brasil possui fontes ricas de espécies vegetais diversificadas
para a extragao de galactomananas a partir de sementes que poderiam alavancar a
comercializagdo deste polissacarideo, além de incluir a melhoria do valor agregado
pela utilizagdo de sementes sem capacidade germinativa. Apesar de ainda ser pouco
explorada na literatura cientifica, as sementes de C. grandis € amplamente encontrada

na regido da mata do Estado de Pernambuco.

3.1.1.1 Galactomanana da Cassia grandis

A C. grandis, uma arvore de médio a grande porte (15 a 20 metros de altura),
pertencente a familia Leguminosae e subfamilia Caesalpinioideae, (Figura 2),
encontra-se difundida nas Antilhas e na América do Sul. No Brasil € principalmente
cultivada no paisagismo urbano pela sua beleza, rapido crescimento e rusticidade, e
conhecida por diversos nomes populares, tais como Cassia-rosa, Acacia, Marimari,
Cassia-grande, Fedegoso, Marizeiro, Mata-pasto, Cassia, dentre outros
(Jardinheiros.net). Suas folhas s&o inodoras e quase insipidas ao contrario do fruto
(vagem), que tem cheiro e sabor fortes (Arvore do Brasil). E uma planta medicinal

tradicionalmente usada para o tratamento de Diabetes mellitus, anemia e ulceras de
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pele. A polpa do fruto de C. grandis contém triterpenos e esteroides, oleos essenciais,
acgucares redutores, aminoacidos e aminas, saponinas, fenol e taninos, flavonoides e
cumarinas (LAFOURCADE et al., 2014).

Figura 2. Cassia grandis: (A) Flor, (B) frutos, (C) semente e (D) endosperma

Fonte: https://www.sitiodamata.com.br/acacia-rosa-cassia-grandis.html e do acervo do autor.

O extrato do fruto de C. grandis (CgE) apresenta efeito antioxidante mais
potente que o do acido ascérbico, além de atoxicidade (LAFOURCADE et al., 2018).
Diferentes formulagbes farmacéuticas contendo o CgE revelaram que suas
nanodispersdes permitiram liberagdo lenta dos compostos antioxidantes do extrato
presentes no nucleo de nanoparticulas contribuindo para o efeito antioxidante e a
atividade inibidora de lipase e a-glicosidase, sugerindo um promissor produto
nanotecnoldgico para o tratamento de diabetes e no manejo da obesidade (PRADA et
al., 2019). A formulagdo como comprimidos com efeito antioxidante, atividade inibitoria
da a-glicosidase e efeito hipoglicémico também pode ser sugerida como um produto
promissor a ser usado para pacientes diabéticos, uma vez que a polpa do fruto desta
espécie € um produto abundante e inexplorado, que ocorre naturalmente em areas
tropicais da América Central e do Sul (PRADA et al., 2020).

As sementes de C. grandis se apresentam como uma fonte alternativa para as
galactomananas convencionais, com rendimento de extracdo na faixa de 36 * 8%
(p/p), M/IG = 2,44, e com as mesmas caracteristicas de gomas comerciais e um
potencial de aplicagdo biotecnologico principalmente devido a sua capacidade de
atuar como liquido ou como gel, sendo assim uteis para as industrias farmacéuticas e
alimenticias (ALBUQUERQUE et al., 2014).

A caracterizagéo reoldgica da galactomanana extraida das sementes de C.
grandis exibiu platdés newtonianos seguidos por zonas de afinamento de cisalhamento
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caracteristica de solugdes poliméricas até 1,5% (p/v) e, acima deste valor, o sistema
apresentou tensao de escoamento associado a um gel fraco. Na concentragéo de
1,7% (p/v) foi possivel obter o valor de concentragdo da galactomanana para a
transicdo solugédo-gel. Esses resultados revelam que a galactomanana apresenta
caracteristicas reoldgicas adequadas para aplicagdes em produtos farmacéuticos,
industrias biomédicas, cosméticas e alimenticias (ALBUQUERQUE et al., 2014). O gel
de galactomanana das sementes de C. grandis também foi avaliado como matriz
imobilizadora para biomoléculas, tendo como modelo a lectina de Cratylia mollis
(Cramoll). Os resultados, combinados com as caracteristicas de espessamento e
estabilizagdo, tornam este gel uma promissora matriz imobilizadora que pode ser
explorada para aplicagdes clinicas e cosméticas (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Recentemente, Carvalho et al. (2021) reportaram a extragao, caracterizagao e
comportamento reoldgico da galactomanana de sementes de C. grandis, (Arbocenter
Comeércio de Sementes, SP/Brasil) obtida por 3 métodos distintos de extragao. Eles
concluiram que o método descrito por Albuquerque et al. (2014), com algumas
modificagdes, apresentou o menor rendimento de extracéo (13,4% p/p), porém, os
melhores resultados para razdo M/G = 1,1, massa molar (1.01 x 10® Da) e
comportamento reologico. Além disso, essa galactomanana mostrou potencial para
ser aplicada em condi¢des tipicas de reservatorios de petroleo com temperaturas até
80 °C, apresentando-se como uma fonte promissora para recuperacao aprimorada de
Oleo, uma vez que atendeu ao critério de viscosidade para esta aplicagéo.

Por possuir o poder de aumentar a viscosidade dos alimentos, a galactomanana
de C. grandis pode apresentar diversas aplicagdes na industria alimenticia, como
substituto de gordura ou agente estabilizante, espessante e emulsionante. Por
exemplo, esta mesma galactomanana de C. Grandis foi utilizada como substituinte
parcial de gordura (margarina) em bolos do tipo esponja, isso é, uma substituigao de
75% de gordura por 1,0% da galactomanana foi capaz de mantera microestrutura da
superficie, comportamento reolégico e aceitacdo sensorial semelhantes ao da
formulacédo original contendo 100% de gordura (ANDRADE et al.,2018a), bem como
aditivo em bolo sem gluten a base de feijdo-fava que revelou que as amostras
contendo 1,0% da galactomanana + 99% de feijdo-fava ndo influenciou as
caracteristicas sensoriais dos bolos a base de favas (100%), tendo estas uma melhor

aceitacao sensorial quando comparadas com o bolo da referéncia comercial
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(pré-mistura comercial sem gluten) (ANDRADE et al., 2018b), contribuindo assim em
ambos 0s casos na elaboracédo de novos produtos alimenticios com apelo funcional.

Um novo hidrogel a base de dois polissacarideos naturais foi preparado em
meio aquoso com galactomanana (1,7% p/v) de sementes de C. grandis e k-
carragenana comercial (0,5% p/v), contendo 0,2 M CaCl; a pH 5,0, e um estudo de
vida de prateleira foi realizado ao longo de 90 dias de armazenamento a 4 °C,
avaliando pH, cor, contaminagao microbiana e reologia. Os resultados demonstraram
que este hidrogel foi estavel e pode ser sugerido para aplicagdes nas areas médica e
cosmética (SOARES, 2015).

Na area da saude, no que diz respeito ao desenvolvimento de diferentes
curativos para tecidos danificados, filmes de galactomanana (1,7% p/v) de sementes
de C. grandis, associados ou ndo a Cramoll, foram aplicados em feridas cutédneas de
ratos para avaliagdo do processo cicatricial durante 14 dias. Os resultados obtidos
revelaram que, as feridas dos grupos testados apresentaram melhora da granulagao,
formagao de epitélio e regeneragdo do colageno. Esses resultados podem estar
associados as propriedades inatas da galactomanana, que pode introduzir a via de
sinalizagdo mais rapida, assemelhando-se a matriz extracelular (MEC) natural e
atraindo fibroblastos para a camada dérmica. Além disso, as caracteristicas
imunomoduladoras e mitogénicas da Cramoll aceleraram o processo de cicatrizagao
de feridas, confirmadas por avaliacdo de citotoxicidade e analises imuno-
histoquimicas. Assim, os resultados sugerem um uso promissor dos filmes como
curativos topicos de feridas (ALBUQUERQUE et al., 2017).

3.2 FERIDAS DE PELE E PROCESSO DE CICATRIZACAO

A ferida € uma interrup¢cdo na continuidade de um tecido corporeo. Tal
interrupcdo pode ser provocada por traumas mecanicos, térmicos, quimicos e
radiogénicos. Pode ser definida como qualquer ruptura da integridade da pele,
membrana mucosa ou tecido de 6rgéo. Existe uma distingdo entre feridas simples que
estdo confinadas a pele e feridas complicadas que sdo mais profundas e queenvolvem
lesbes nos musculos, nervos e vasos. (KUJATH e MICHELSEN, 2008).

As feridas na pele podem impedir a funcéo da pele como barreira fisica, quimica
e bacteriana. Portanto, o reparo de feridas € um setor crucial da industria médica com
o desenvolvimento continuo de estratégias para tratar feridas. Varios curativos para

feridas tém sido estudados e comercializados para prevenir a penetragao de sujeira e
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microbios, manter um ambiente umido, fechar a ferida aberta e permitir a penetracao
adequada de gas na ferida. Assim, a ocorréncia comum de lesdes dérmicas tornou o
curativo um componente critico na cicatrizacdo de feridas (AJITERU et al., 2022,
BISHT et al., 2022).

Para entender e tratar corretamente os diversos tipos de feridas, é necessario
uma seérie de conhecimentos sobre a pele, fisiologia tegumentar, processo de
cicatrizagéao, tipos de curativos e, coberturas que podem ser utilizados.

3.2.1 Sistema tegumentar (Pele)

O Sistema tegumentar € o conjunto de estruturas que formam o revestimento
externo dos seres vivos. Esse revestimento externo é chamado de tegumento ou
integumento e nos vertebrados também & chamado de pele.

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, cobrindo toda a superficie do corpo.
E a principal interface entre os ambientes interno e externo que atua como uma
barreira para proteger o corpo de uma variedade de estressores ambientais (calor, luz,
lesGes e infecgdo) e manter a homeostase, evitando a perda desregulada de aguae
eletrolitos, protegendo contra microrganismos patogénicos. A pele é dividida em trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme ou tecido subcutdaneo (ROGER et al., 2019;
SOUCI e DENESVRE, 2021; KIM e DAO, 2022; AJITERU et al., 2022). Além de
sua funcéo de barreira, esse sistema desempenha muitas fungdes complexas, como
regulagcédo da temperatura corporal, manutencéo do fluido celular, sintese de vitamina
D e deteccdo de estimulos. Os varios componentes desse sistema trabalham em
conjunto para realizar essas fungdes — por exemplo, a regulagdo da temperatura
corporal ocorre por meio de termorreceptores que levam ao ajuste do fluxo sanguineo
periférico, do grau de transpiragéo e dos pelos corporais (KIM e DAO, 2022).

A epiderme € um epitélio escamoso estratificado composto principalmente por
queratindcitos (95%) que representa a camada externa resistente da pele e atua como
a primeira linha de defesa contra o ambiente externo. Os queratindcitos originam-se
na camada basal, produzem queratina e sdo responsaveis pela formacao da barreira
hidrica epidérmica através da producdo e secrecdo de lipidios. Os queratindcitos
também regulam a absor¢ao de calcio pela ativagdo de precursores de colesterol pela
luz UVB para formar vitamina D (YOUSEF, ALHAJJ e SHARMA, 2022). Nos
mamiferos, essas células epiteliais especializadas estdo organizadas em quatro

camadas, nomeadamente da mais interna a camada mais externa: a basal (ou estrato
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germinativo), espinhosa (ou estrato espinhoso), granular (ou estrato granuloso) e
cornea (ou estrato cérneo) (KHAVKIN, 2011; SOUCI e DENESVRE, 2021) (Figura 3).

Figura 3- Camadas da epiderme, estrato cérneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal
e suas células.
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Fonte: https://www.todamateria.com.br/epiderme/ (modificada)

Na camada da epiderme, além dos ceratindcitos (também conhecidos como
queratinécitos), existem mais trés tipos de células: os melandcitos, que sé&o
responsaveis por sintetizar o pigmento melanina; as células de Langerhans, que
atuam como elemento fundamental em reag¢des imunes, apresentando antigenos
dentro da epiderme e desempenhando um papel importante na cicatrizagdo aguda de
feridas; e as células de Merkel, que estdo associadas a terminagdes nervosas
sensoriais na pele e podem funcionar como mecanorreceptores (YOUSEF, ALHAJJ e
SHARMA, 2022).

A camada epidérmica faz interface com a derme subjacente pela juncéo
dermoepidermica, facilitando a troca regulada de substéncias (LANGTO et al., 2016),
isto é, a derme esta ligada a epiderme ao nivel da membrana basal. A composig¢ao da
derme é principalmente fibrosa, composta por fibras colagenas e elasticas. Entre os
componentes fibrosos, encontra-se uma "substancia fundamental" extracelular amorfa
contendo glicosaminoglicanos, como acido hialurbnico, proteoglicanos e
glicoproteinas (BROWN e KRISHNAMURTHY, 2022). A derme é dividida em duas

camadas: a derme papilar e a derme reticular. A derme papilar € a camada superior,
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mais fina, composta por tecido conjuntivo frouxo altamente vascularizado. A camada
reticular € a camada profunda, formando uma espessa camada de tecido conjuntivo
denso que constitui a maior parte da derme. A derme abriga as glandulas sudoriparas,
cabelos, foliculos pilosos, musculos, neurbnios sensoriais e vasos sanguineos
(YOUSEF, ALHAJJ e SHARMA, 2022).

A hipoderme, ou tecido subcuténeo, também é chamada de fascia subcuténea
e localiza-se abaixo da derme, sendo, uma camada profunda de tegumento e nao
considerada parte da pele (TORTORA e DERRICKSON, 2009). E formada
predominantemente por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, desempenhando
duas funcgbes principais: isolamento térmico e fixacdo da pele as estruturas
subjacentes (SAMPAIO e RIVITTI, 2014), juntamente com alguns apéndices da pele,
como foliculos pilosos, neurdnios sensoriais e vasos sanguineos (YOUSEF, ALHAJJ
e SHARMA, 2022) (Figura 4).

Figura 4 — Estratos e anexos da pele
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Fonte: https://escolaeducacao.com.br/wp-content/uploads/2020/05/ estrutura-da-pele1.jpg

Pela exposicdo permanente a atmosfera externa, a pele se torna muito
desprotegida e, por isso, susceptivel a diferentes tipos de lesées, como queimaduras,
ulceras e feridas (MIR et al., 2018).
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3.2.2 Cicatrizagao de feridas

A formacao de cicatrizes € uma consequéncia comum de lesdes na pele que leva
a uma ampla gama de efeitos adversos, incluindo deformidades fisicas e disturbios
psicolégicos (MONAVARIAN et al., 2019). E um processo fisiolégico importante para
manter a integridade da pele apds o trauma, seja por acidente ou por procedimento
intencional. O desarranjo nos comportamentos celulares ligados a feridas pode levar
ao comprometimento da cicatrizagdo e a formacédo de feridas crénicas que nao
cicatrizam, sendo um fardo socioecondmico significativo devido a sua alta prevaléncia
e recorréncia. Assim, ha uma necessidade urgente de uma melhor compreensao
bioldgica e clinica dos mecanismos que sustentam o reparo de feridas (WILKINSON
e HARDMAN, 2020).

A cicatrizagao da ferida € uma reacgao fisioldgica natural a lesdo tecidual. Contudo,
nao é um fendmeno simples e envolve uma interacdo complexa entre varios tipos de
células, citocinas, mediadores, e o sistema vascular (WALLACE, BASEHORE e ZITO,
2022). Isto é, a cicatrizagdo de feridas envolve quatro fases sucessivas, mas
sobrepostas, incluindo hemostasia, fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de
remodelagéo (Figura 5) (WANG et al., 2018; BUNMAN et al., 2016).

Figura 5: Quatro fases de cicatrizagdo de feridas: hemostasia, inflamacgao, proliferagao e fase de
maturagao ou remodelagao.

Fase 1- Homeostasia Fase 2- Inflamagao

Ferida Co!égulo

I Epiderme

_ Macréfago
i # — Fibroblasto
Neutréfilo

Derme

Fase 3- Proliferativa Fase 4- Remodelagao
Crosta

Tecido de

" Epitéli
granulagdo pits lo

regenerado

Tecido cicatricial

Fonte :Modificado de BUNMAN et al., 2016.



30

O reparo da ferida comega com a hemostasia, onde um tamp&o plaquetario
previne a perda de sangue e uma matriz preliminar de fibrina é formada.
Imediatamente apds a leséo, ocorre a ruptura do endotelial vascular e a exposicao da
ldamina basal, o que resulta no extravasamento de componentes sanguineos e o
disparo dos eventos classicos da coagulagao para permitir a formagéao de um tampéo
plaquetario que previne a perda de sangue com uma matriz preliminar de fibrina sendo
formada (WILKINSON e HARDMAN, 2020). As plaquetas s&o cruciais no
recrutamento de células imunes para o local da leséo e séo os principais contribuintes
para a hemostasia e a coagulacdo, as quais séo ativadas quando encontram a matriz
subendotelial vascular (GOLEBIEWSKA e POOLE, 2015). A agregacéao de plaquetas
segue a vasoconstricdo arterial para o revestimento endotelial danificado. A liberagao
de adenosina %' difosfato (ADP) resulta na aglomeragdo de plaquetas e inicia o
processo de trombose. Essa vasoconstricdo € um processo de curta duragéo que logo
€ seguido por vasodilatacdo, que permite o influxo de glébulos brancos e mais
trombdcitos (WALLACE, BASEHORE e ZITO, 2022).

Ja o processo inflamatdrio € um complexo mecanismo de defesa do hospedeiro
que visa a eliminacdo de fatores deletérios e a alteracdo da homeostase, sendo
constituido de varios estagios interdependentes controlados por uma ampla gama de
mediadores (PASTWINSKA et al., 2017). Isto é, a fase inflamatéria comega com
hemostasia e quimiotaxia. Tanto os glébulos brancos quanto os trombdcitos aceleram
0 processo inflamatdério, liberando mais mediadores e citocinas. Além do fator de
crescimento derivado de plaquetas, outros fatores promovem a degradacdo do
colageno, a transformacdo dos fibroblastos, o crescimento de novos vasos e a
reepitelizacdo, que ocorrem ao mesmo tempo, mas de forma sincronizada.
Mediadores como serotonina e histamina sao liberados das plaquetas e aumentam a
permeabilidade celular. O fator de crescimento derivado de plaquetas atrai fibroblastos
e, juntamente com o fator de crescimento transformador, aumenta a divisdo e
multiplicagdo dos fibroblastos. Os fibroblastos, por sua vez, sintetizam colageno
(WALLACE, BASEHORE e ZITO, 2022). Para a ativacdo das vias inflamatorias, a
cascata de coagulacéo e o sistema imunoldgico sdo necessarios para evitar a perda
continua de sangue e fluidos, para remover tecidos mortos e moribundos e para
interromper a infeccado (GONZALES et al., 2016). A inflamagao inata evoluiu como
defesa primaria contra a invasao de feridas patogénicas; essa resposta imune é

iniciada por sinais induzidos por lesdo, padrboes moleculares associados a danos
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(DAMPs) liberados por células necroticas e tecidos danificados e padrées moleculares
associados a patdégenos (PAMPs) de componentes bacterianos. Esses PAMPs e
DAMPs ativam células imunes residentes, como mastécitos, células de Langerhans,
células T e macréfagos, ligando-se a receptores de reconhecimento de padrées para
induzir vias inflamatérias a jusante (CHEN e DIPIETRO, 2017).

Os neutrdfilos, que chegam logo apos a lesao, sao recrutados para a ferida a
partir de vasos danificados, atraidos por quimioatraentes, incluindo interleucina 1 (IL-
1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e endotoxinas bacterianas, como
lipopolissacarideo (LPS). Assim, os neutrofilos removem tecido necroético e patégenos,
via fagocitose e liberagcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), peptideos
antimicrobianos, eicosanoides e enzimas proteoliticas (KOLACZKOWSKA e KUBES,
2013). A resposta inflamatéria é complexa, modulada por uma infinidade de fatores
intrinsecos e extrinsecos. A inflamacdo descontrolada e excessiva promove lesédo
tecidual e retarda a cicatrizacdo. Na auséncia de infecgcdo, os neutrofilos da ferida
diminuem alguns dias ap6s o inicio da lesdo (BONIAKOWSKI et al., 2017).

Os mondcitos circulantes entram no tecido da ferida onde, em resposta ao meio
local, diferenciam-se em macrofagos. Embora seja geralmente sugerido que os
macrofagos séo recrutados apos os neutrofilos, ha relatos de que uma onda inicial de
monaocitos foi observada entrando na ferida simultaneamente com os neutréfilos
(RODERO et al., 2014). Os macréfagos sédo células efetoras mestres no reparo
tecidual, exibindo versatilidade e alta plasticidade. Eles atingem o pico de infiltracdo
da ferida 72h apods a lesdo em camundongos e 7 dias apds a lesdo em humanos (DAS
et al., 2015).

Por sua vez, a fase proliferativa da cicatrizacdo é caracterizada por extensa
ativacdo de queratindcitos, fibroblastos, macréfagos e células endoteliais para
orquestrar o fechamento da ferida, deposicdo de matriz e angiogénese (SHAW e
MARTIN, 2016). Esta fase proliferativa ou de granulagdo n&o ocorre em um momento
distinto, mas esta em andamento o tempo todo em segundo plano (WALLACE,
BASEHORE e ZITO, 2022). Ou seja, é caracterizada por epitelizagdo, angiogénese,
formagao de tecido de granulagéo e deposigéao de colageno. A epitelizacdo é iniciada
por queratindcitos presentes na borda da ferida, bem como de apéndices dérmicos,
como foliculos capilares, suor e glandulas sebaceas. A angiogénese envolve a

formacéo de endotélio de parede fina a partir de vasos preexistentes, em contraste
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com a vasculogénese, que indica a formagao de novo de vasos (WATT e FUJIWARA,
2011).

Os macrofagos desempenham um papel significativo na angiogénese,
auxiliando os comportamentos das células endoteliais microvasculares. Eles
produzem proteases para degradar a densa rede de fibrina e fatores quimiotaticos (por
exemplo, fator de necrose tumoral alfa - TNF-a, fator de crescimento endotelial
vascular - VEGF e fator de crescimento transformador beta - TGF-3) para conduzir a
migragdo endotelial (DU CHEYNE, TAY e DE SPIEGELAERE, 2020). Ja os
fibroblastos aparecem pela primeira vez na ferida apos 24h e requerem suprimento
adequado de oxigénio para a producéo de colageno e sdo responsaveis pela producao
de elastina e organizagado da matriz extracelular. Todos esses sao elementos criticos
do tecido de granulacdo e servirdo de base para o estagio final, maturacdo e
remodelagao (LIAO et al., 2007; SU et al., 2010; JANIS e HARRISON, 2016).

Ja a fase de maturagdo e remodelagdo da ferida requer a reorganizagdo do
colageno recém-depositado em uma rede organizada e estruturalmente solida
baseada em glicosaminoglicanos e proteoglicanos que resultam em uma cicatriz
rapidamente cicatrizada. Inicialmente, os fibroblastos se multiplicam e aumentam a
producdo de colageno na célula. Os fibroblastos sdo o principal tipo de célula
responsavel pela remodelagdo da MEC da ferida, substituindo o coagulo de fibrina
inicial por hialuronano, fibronectina e proteoglicanos, e formando fibrilas de colageno
maduras posteriormente no reparo (DARBY et al., 2014). Esses proteoglicanos
formam o nucleo da ferida e ajudam a estabiliza-la. Ent&o, a reepitelizagdo comecga a
ocorrer com a migragdo de ceélulas da periferia da ferida e bordas adjacentes
(WALLACE, BASEHORE e ZITO, 2022).

A composicao de colageno da pele adulta ndo lesionada € de aproximadamente
80% de colageno tipo | e 10% de colageno tipo Ill. Em contraste, o tecido de
granulagcdo é composto predominantemente pelo colageno tipo Il associado ao
embrido (aproximadamente 30%), com apenas 10% de colageno tipo |. A medida que
a cicatrizacdo progride, o colageno tipo Il é substituido pelo colageno tipo I,
aumentando diretamente a resisténcia a tragao da cicatriz em formagao. Um aumento
geral na formagao de colageno é visto por 4 a 5 semanas apos o ferimento (WITTE e
BARBUL, 1997; BROUGHTON, JANIS e ATTINGER, 2006).
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Uma alteragdo em qualquer estagio do processo cicatricial pode levar ao
desenvolvimento de feridas cronicas que nao cicatrizam de forma correta acarretando
um fardo econdbmico e de saude de forma significativa. Dessa forma, uma
compreensao continua dos mecanismos subjacentes a cicatrizagdo de feridas faz-se
necessario para o desenvolvimento de novas e melhores terapias que acelerem o
reparo tecidual (RIDIANDRIES, TAN e BURSILL, 2018), em particular os tecidos

danificados por queimaduras térmicas.

3.3 QUEIMADURAS

As queimaduras sdo lesdes subestimadas que estdo associadas a morbidade
e mortalidade substanciais. Segundo a OMS, a queimadura é uma lesdo na pele ou
outro tecido organico, causada principalmente pelo calor ou devido a radiagéo,
radioatividade, eletricidade, friccdo ou contato com produtos quimicos. As
queimaduras térmicas (calor) ocorrem quando algumas ou todas as células da pele ou
de outros tecidos sao destruidas por: liquidos quentes (escaldaduras), sélidos quentes
(queimaduras de contato) ou chamas (queimaduras de chama). As queimaduras sao
um problema de saude publica global, responsavel por cerca de 180mil mortes anuais;
a maioria delas ocorre em paises de baixa e média renda e quasedois tergos ocorrem
na Africa e no Sudeste Asiatico. As lesdes por queimaduras ndo fatais sdo uma das
principais causas de morbidade e ocorrem principalmente em casae no local de
trabalho. As mulheres adultas e as criangcas sao particularmente vulneraveis a
queimaduras (WHO, 2018). Em todo o mundo, a carga média de criangas mortas por
queimaduras é de 2,5 por 100.000 em 103 paises, com o maior fardo na Africa
Subsaariana (4,5 por 100.000) (SENGOELGE, EL-KHATIB e LAFLAMME, 2017).

Globalmente, as queimaduras séo a 32 principal causa de morte por lesao entre
criangas de 1 a 9 anos. No entanto, 0 manejo de queimaduras pediatricas € sempre
desafiador devido a sua natureza especifica, as areas de enxerto doadoras sao
limitadas, em consequéncia da sua pequena area de superficie e a aparéncia
cosmeética que afetara a crianga mais tarde na vida (NOURELDIN et al., 2022). Embora
de modo geral, as queimaduras estejam em declinio, ainda sdo uma das principais
causas de lesbes, incapacidades, mortes e transtornos. A recuperagdo de
sobreviventes de queimaduras €& afetada pela disponibilidade de tratamento
especializado, reabilitagao fisica e apoio psicossocial para vitimas de queimaduras e
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familiares, contudo ainda é limitada, especialmente em ambientes com recursos
limitados como nos paises de baixa e média renda (VAN NIEKERK, 2022).

Estudos recentes realizados em paises da Africa com pacientes vitimas de
queimaduras revelaram que na Tanzania a falta de confianga, capacidade cirurgica e
a pontualidade do encaminhamento foram fatores importantes que afetaram
negativamente o acesso do paciente ao atendimento cirurgico (BOTMAN et al., 2022);
no Quénia, onde as queimaduras s&o comuns, revelaram que (i) um em cada dez
pacientes admitidos com queimaduras vinha a o6bito e que a mediana da area de
superficie total queimada foi um preditor de presenca de complicagdes de
queimaduras e tempo de internagao; (ii) a intervencédo hospitalar oportuna também
reduziria as complicagdes de queimaduras, bem como o tempo de permanéncia no
hospital; (iii) ha necessidade de uma educagao continuada por parte da saude publica
sobre a seguranga contra incéndio no ambiente doméstico para criangas e outras
pessoas vulneraveis (ODONDI, SHITSINZI e EMARAH, 2020).

No Brasil, a Fundag&o Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), uma
das maiores gestoras de hospitais publicos do pais, divulgou dados da Unidade de
Tratamento de Queimados (UTQ) Dr. Ivo Pitanguy do Hospital Joao XXIII (HIXXIII) —
um dos centros de referéncia no pais para esse tipo de atendimento, alertando para o
cuidado no manuseio do alcool em decorréncia do isolamento social devido a
pandemia da covid-19. Os dados de admissao de pacientes queimados em enfermaria
e em terapia intensiva em 2020 foram pouco mais de 20% e 30%, respectivamente, e
nos quatro primeiros meses de 2021, foram de quase 30% na enfermaria e de mais
de 40% na UTI (Unidade de Terapia Intensiva), em razdo da ma utilizagdo do produto.
O risco de explosdes € potencializado com o uso e o armazenamento de alcool em
casa, levando a queimaduras mais graves, além do perigo da inalagdo de fumaca e,
por consequéncia, a queimadura de vias aéreas. Ainda em relagcdo aos casos das
queimaduras atendidas no HJXXIII, considerando tanto os casos graves quanto os
que nem sempre exigem internacédo, mais da metade sao causadas por contato com
liquidos muito quentes — as chamadas escaldaduras. Em 2020, dos atendimentos a
queimados na unidade, 60% foram em decorréncia desse tipo de acidente e, desse
total, 19,6% foram com criangas de 0 a 11 anos (ALVES e PINTO, 2021).

O progresso econdémico, estruturas domésticas e ambientais aprimoradas,
tecnologia de energia e intervengdes de educacdo de seguranga sado, portanto,
contribuigdes significativas para a prevengao de queimaduras (VAN NIJEKERK,
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2022). Um estudo utilizando uma amostra representativa de 2.548.971 criangas (<18
anos) tratadas por queimaduras em emergéncia dos Estados Unidos de 1990 a 2014,
com dados do National Electronic Injury Surveillance System, revelou que o numero e
a taxa de queimaduras diminuiram 30,0% e 38,9%, respectivamente. A maioria dos
pacientes (58,4%) eram meninos, 64,0% tinham <6 anos e 7,4% foram internados. As
queimaduras térmicas foram responsaveis por 60,2% das lesdes, sendo as mais
comuns em maos/dedos (37,1%), seguidas da cabega/pescoco (19,6%). Omecanismo
de lesdo especificado mais comum foi agarrar/tocar (18,4%), seguido de
derramamento/salpico (16,4%). Embora o numero de criangas tratadas por
queimaduras tenha diminuido, continua sendo uma importante fonte de leséo
pediatrica, demonstrando a necessidade de aumentar os esforcos de prevencéo,
especialmente entre criangas pequenas <6 anos de idade (MITCHELL et al., 2020).

O resfriamento de queimaduras térmicas com agua corrente tem sido usado por
décadas para aliviar a dor (RAGHUPATI, 1968). Um unico ensaio randomizado com
96 participantes relatou que o resfriamento com agua por 20 minutos reduziu a
temperatura da pele de forma mais eficaz ativamente do que os produtos para
queimaduras industrializados (CHO e CHOI, 2016). Da mesma forma, um estudo
experimental em pele humana mostrou recentemente que o resfriamento € uma
intervencdo apropriada de primeiros socorros para reduzir a profundidade da
queimadura (WRIGHT et al., 2019). De acordo com o estudo de revisao sistematica
realizado por Djarv et al. (2021), a duragao ideal do resfriamento para queimaduras
térmicas permanece desconhecida e pesquisas prospectivas futuras sado indicadas
para melhor definir essa recomendacgao de tratamento.

As queimaduras atuam nos tecidos de revestimento do corpo humano,
determinando destruicdo parcial ou total da pele e seus anexos, podendo atingir
camadas mais profundas como tecido celular subcutadneo, musculos, tenddes eossos.
Sao classificadas com base na profundidade da queimadura e em sua extensao na
pele (KIM e KIM, 2017). Essas lesdes sdo denominadas como superficiais (antes
referidas como 1° grau), de espessura parcial (conhecidas como de 2° grau) ou de
espessura total (referidas como de 3° grau), conforme ilustradas na Figura 6. As
queimaduras superficiais afetam apenas a epiderme, apresentando-se hiperemiadas,
edematosas e dolorosas. As queimaduras de espessura parcial podemser superficiais
ou profundas. As superficiais acometem a derme e sua camada superior (derme

papilar) apresentando bolhas, umidade e dor acentuada, deixando
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minimo tecido cicatricial. As queimaduras profundas de espessura parcial acometem
quase toda a espessura da derme, apresentando coloragao palida e menos dor. Nas
queimaduras de espessura total, a lesdo acomete toda espessura da pele e, em
alguns casos, se estende ao tecido subcutédneo, musculo e osso. S&o de aspecto
esbranquicado e rigido e, por ndo haver elementos dérmicos para regeneragéo, so
cicatrizam com enxerto (LINDE, 2002).

Figura 6. Tipos de queimadura.
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Fonte: https://maestrovirtuale.com/tipos-de-queimaduras-e-suas- caracteristicas-com-imagens/

Assim, em casos mais simples de queimaduras, € possivel a cura somente com
a troca de curativos e pomadas cicatrizantes para regeneragao do tecido. Contudo, os
casos mais graves requerem maior cuidado, com possibilidade de cirurgias de enxerto
(uso de fatias de pele saudavel que sao transferidas para a area lesionada) ou retalhos
(transferéncia de pele e tecidos irrigados por artérias, até o local da queimadura). Isso
€, o tratamento de queimaduras também é influenciado pelo tipo de perda estética,
que pode variar desde mudancas na cor da pele até a perda de tecido. Vale ressaltar
que o tratamento de queimaduras ndo requer somente o trabalho dos cirurgides
plasticos, mas sim de uma equipe multidisciplinar que atua tanto na fase aguda quanto
no tratamento de sequelas. Assim, de acordo com o grau da lesdo e comprometimento
do paciente, participam do processo de atendimento diferentes profissionais como
fisioterapeutas, nutricionistas, enfermeiros, psicologos e fonoaudiélogos (SBCP-SC,
2019).
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O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, tanto pela sua gravidade
como pela multiplicidade de complicagcdes que normalmente ocorrem. A fim de reduzir
gastos, o setor da biotecnologia oferece grande potencial de desenvolvimento em
varias areas. Na area de saude humana, o tamanho global do mercado de tratamento
de queimados foi estimado em US$ 1,88 bilhdo em 2018. Estimativas preveem um
crescimento de cerca de 6,8% até o final de 2025 (GRAND VIEW RESEACH, 2019).

Nos ultimos anos, uma crescente demanda por procedimentos e tratamentos
minimamente invasivos para melhorar o apelo estético e terapéutico nos casos de
queimaduras surgiu como um fator importante para o crescimento do mercado. Assim,

a procura por fontes renovaveis para desenvolver biomateriais a base de
polissacarideos que acelerem o processo de cura tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores na area. Por sua vez, a laserterapia, por ser ndo invasiva, tem
demonstrado ser um recurso valioso no tratamento de queimados por estimular o
processo de cicatrizagdo com maior organizagao das fibras colagenas, influenciando
0 aspecto estético da cicatriz (ARAGAO-NETO et al., 2017).

3.4 LASERTERAPIA / FOTOBIOMODULACAO

O termo laser € um acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation, que significa amplificagdo da luz por emissdo estimulada da radiagao.
Embora tenha sido Albert Einstein quem concebeu os principios da geragao desse tipo
de luz, somente em 1960 foi produzido o primeiro emissor de laser (BAXTER, 2003;
LOW e REED, 2001). O laser representa um dispositivo constituido por substancias
de origem sdlida, liquida ou gasosa que produz um feixe de luz, frequentemente
denominado de “raio laser”, quando excitadas por uma fonte de energia (LINS et al.,
2010).

A evolugado constante dos conhecimentos em saude e o aprimoramento dos
recursos tecnoldgicos, aliados ao tratamento humanizado, permite o desenvolvimento
de terapias menos invasivas e mais confortaveis aos pacientes. Assim, praticas
conhecidas e desenvolvidas para outras finalidades sdo agora empregadas para
tratamento ou controle de doencas com caracteristicas distintas, como é o caso da
laserterapia.

Essa pratica terapéutica em tecidos vivos sé passou a ser possivel devido a
criacdo de um equipamento a laser com efeito fotobioestimulante adaptado para esta
finalidade, por Sinclair e Knoll em 1965 (MESTER; MESTER e MESTER, 1985). Desta
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forma, a implementacgéo de diferentes tipos de lasers em procedimentos na area da
saude possibilitou mudangas importantes nas interven¢cées médicas e odontoldgicas.
Tais mudangas abrangem redugéo no tempo de cirurgia e no tempo de recuperagao
dos pacientes, reducdo das complicacbes pos-operatorias, edemas, maior controle
das dores crénicas e biomodulag&o na cicatrizagédo de tecidos (COTLER et al., 2015).

Relativamente a aplicagédo clinica, o laser pode ser classificado em dois grupos:
laser de alta intensidade ou poténcia (poténcia >500 mW), indicado para
procedimentos cirurgicos como cortes, coagulagdo e cauterizacdo e mais
recentemente nos protocolos terapéuticos da fisioterapia; e o laser de baixa
intensidade ou poténcia (poténcia < 500 mW), indicado para fins terapéuticos e
bioestimulantes, agindo principalmente como acelerador de processos cicatriciais e
apresentando efeitos fotoquimicos nao térmicos com propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e de bioestimulagdo (CAVALCANTI et al., 2011; CONFORTI e
FACHINETTI, 2013). A principal diferenga entre a terapia a laser de baixa poténcia
(TLBP) e de alta poténcia (TLAP) ou cirurgico é que os feixes mais potentes (poténcia
>500 mW) sé&o irradiados para penetrar mais profundamente, trazendo uma
quantidade elevada de energia multidirecional para os tecidos profundos em um curto
espaco de tempo (CONFORTI e FACHINETTI, 2013).

Dentre os principais procedimentos cirurgicos que usam o laser como terapia,
podemos destacar: cirurgias refrativas para a corre¢ao da hipermetropia, miopia e
astigmatismo; cirurgias oculares para o reparo de descolamentos de retina,
cauterizagao de vasos sanguineos do olho e remogao de opacidades e irregularidades
da superficie corneana (catarata); cirurgia endovascular para recanalizar uma artéria,
angioplastias assistidas e anastomoses vasculares; e cirurgia gastrintestinal, para o
tratamento de fibrose submucosa oral, ulcerosa péptica e varizes de eséfago e alguns
tipos de cancer gastrico em estagios iniciais.

Devido a TLBP apresentar efeito biomodulador, a North American Association
for Light Therapy, em 2014 alterou esta nomenclatura buscando embasar
cientificamente a técnica e a chamou de Terapia de Fotobiomodulacao (TFBM) por ser
um termo mais adequado que TLBP, pois distingue uma terapia ndo térmica, como
varios outros recursos de tratamento por meio da luz. Assim, a TFBM pode ser definida
como uma terapia que utiliza formas néo ionizantes de fontes de luz incluindo lasers,
Diodo Emissor de Luz (LED) e luz de amplo espectro, sendo visivel ou infravermelho
no espectro de 600 a 1000nm, promovendo efeito anti-inflamatorio, alivio da dor e
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aceleramento do processo de reparacéo tecidual (FIORIO et al., 2014; ANDERS et al.,
2015). Comprimentos de onda na faixa de 390nm a 600nm s&o usados para tratar
tecidos superficiais apresentando espectro de luz vermelho, enquanto comprimentos
de onda maiores, na faixa de 830 nm a 904nm, penetram mais profundamente nos
tecidos até a camada subcutdnea, apresentando espectro de luz infravermelho,
conforme demonstrado na Figura 7. Estudos que envolvem processo de reparagao
tecidual cutaneo comumente utilizam comprimentos de onda de 658nm (Hélio-Nedbnio
— HeNe), 830nm (Arseneto de Aluminio e Galio — GaAlAs) e 904nm (Arseneto de Galio
— GaAs) (AVCl et al., 2013; TARAJAD et al., 2013).

Uma vez que a TFBM se fundamenta nos efeitos fotoquimicos, fotofisicos e
fotobiolégicos nas células e tecidos (PANDEY et al., 2016), o comprimento de onda,
densidade de poténcia, frequéncia de tratamento e o tipo de lesdo estdo relacionados
com o aumento da atividade celular, bem como a densidade de energia ou dose
também influenciam estas reacdes (KARU, 1987).

Dos materiais mais comumente utilizados como meios ativos na laserterapia,
pode-se citar a mistura gasosa de Hélio e Nebdnio (He-Ne), o semicondutor diodo
Arseneto de Galio e Aluminio (Ga-Al-As), ou Aluminio-Galio-indio-Fésforo (Al-Ga-In-
P). Essas misturas gasosas, quando expostas a elétrons excitados, produzem
radiagdo na faixa entre 630 nm e 950 nm (PANDEY et al., 2016).

Figura 7. Profundidade de penetragao nos tecidos pela TFBM nos diferentes comprimentos
de onda.
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Atualmente, a fotobiomodulagédo é considerada uma técnica segura, eficaz e
com resultados promissores em diversas areas, como, por exemplo, na odontologia
para controle do nivel de dor, edema e trismo (ATUA et al., 2021); na oncologia, na
prevencdo da dermatite aguda grave por radiagdo em pacientes com cancer de
cabecga e pescogo (ROBIJNS et al., 2021); no campo das feridas, com aceleragao do
processo de reparo tecidual, com efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e de
regeneragao tecidual (ARAGAO-NETO et al., 2017); em queimaduras em diabéticos,
na reducado de infiltrado inflamatério e favorecendo a organizagdo do colageno
(MOREIRA et al., 2021); e em feridas dérmicas em imunossuprimidos, regulando a
sobrevivéncia celular e as cascatas de sinalizacdo de proliferagdo, com redugao do
estresse oxidativo, atenuacao da inflamagao e da dor e inibicdo da morte celular por
apoptose, contribuindo para o aumento da cicatrizagdo (KESHRI et al., 2020).

Apesar de sua crescente popularidade, existe um incompleto entendimento em
relacdo as configuragdes ideais de aplicagao, tempo e mecanismo pelo qual os lasers
modificam as cicatrizes. Por exemplo, supde-se que o tratamento de uma cicatriz mais
espessa requer uma penetragdo mais profunda do feixe de laser; assim, ha algum
consenso de que o aumento da fluéncia (densidade de energia) deve ser usado em
cicatrizes mais espessas (ANDERSON et al., 2014). Em contrapartida, ndo ha
consenso sobre 0 momento ideal do tratamento pds-lesdo. Nos ultimos anos, ha uma
tendéncia de tratamento mais precoce, isto €, aquele realizado com menos de trés
meses pos lesdo (WAIBEL e RUDNICK., 2015). Evidéncias do potencial de melhora
na aparéncia da cicatriz cirurgica tém sido relatadas em varios estudos de tratamento
precoce (KARMISHOLT et al., 2018), incluindo aqueles que aplicaram lasers 2-3
semanas apos a cirurgia (JUNG et al., 2011). No entanto, os lasers ablativos tém sido
aplicados historicamente em cicatrizes de queimaduras maduras como tentativa de
diminuir as cicatrizes e melhorar a aparéncia da lesdo (BAUMANN et al., 2019).

Segundo Keshri et al., (2020), a fotobiomodulagdo surgiu como potencial
intervencao terapéutica de cura ndo térmica e baseada em luz para o tratamento de
feridas danificadas. Estudos tém demonstrado que o tratamento de lesdes dérmicas
utilizando produtos naturais, tais como extratos S. chilensis ou hidrogel de
polissacarideos, associado a fotobiomodulagdo (laserterapia) melhorou o reparo
tecidual. Portanto, podem ser usados como uma terapia alternativa eficiente
(MOREIRA et al., 2021; ARAGAO-NETO et al., 2017).
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a atividade cicatrizante do gel de galactomanana
de sementes da Cassia grandis, associado ou nao a terapia de fotobiomodulagao
(TFBM), em queimaduras de 2° grau. Foram utilizados 60 ratos machos Wistar
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com 15 animais cada: Grupo Controle-
GC (NaCl 0,9%), Grupo Gel-GG, Grupo Laser-GL (TFBM) e Grupo Laser e Gel-GLG.
A queimadura foi confeccionada com barra de aluminio (90 °C) e submetidas a
observagbes clinicas diarias e medidas de area em dias especificos. A analise
microscopica também foi realizada por critérios histologicos. Os resultados
demonstraram que GG, GL e GLG apresentaram taxa de contrag&o (TC) maior (p <
0,05) do que GC com 14 dias de analise, ndo diferindo entre si (TC ~ 95%). Com 21
dias, todos os grupos apresentaram contragdo completa (p>0,05). Na analise
histologica foi constatado que os grupos GL e GLG demonstraram excelentes
propriedades de cicatrizagao pro-ferida com 14 dias de analise; aos 21 dias, no geral,
todos os grupos apresentaram recuperagcdo da ferida em comparagdo aos dias
anteriores. Diante das observagdes macroscopicas e microscopicas, € possivel
concluir que os tratamentos isolados (gel ou TFBM) efetivamente aceleraram a
cicatrizagdo, contudo, quando em associagéo (TFBM+gel), promoveu reepitelizagcao
e remodelagao estromal com melhor evolugdo de recuperagcao do epitélio devido ao
efeito sinérgico positivo, despontando como uma alternativa terapéutica promissora

na reparagao de queimaduras.

Palavras-chave: polissacarideo, laserterapia; reparagdo tecidual, agentes

cicatrizantes.

1. INTRODUGAO

As queimaduras sao lesdes causadas por agentes externos, provocadas pelo
contato direto com alguma fonte de calor ou frio, produtos quimicos, corrente elétrica,
radiagao, entre outros, que podem destruir desde a camada mais externa da pele até
tecidos mais profundos. Essas lesdes por queimadura sao normalmente
acompanhadas por uma resposta imune e inflamatodria, alteragcbes metabdlicas e ma
distribuicdo do fluxo sanguineo relacionado a uma inadequagao entre a demanda
tecidual e a oferta de oxigénio; em conjunto, tais fatores podem desencadear a faléncia

de multiplos 6rgéos.



45

Fisiologicamente, o processo de cicatrizagdo de queimaduras comecga de
maneira semelhante a qualquer outro trauma na pele, ou seja, com sinais bioquimicos
e celulares; na fase inicial, ocorre a hemostasia, seguida pela fase celular, que inclui
inflamacéo, proliferagdo e maturagéo (remodelacédo). Embora a cicatrizagdo da ferida
seja uma reagao fisiologica natural a lesédo tecidual, ndo € um fendmeno simples e
envolve uma interacdo complexa entre varios tipos de células, citocinas, mediadores
e o sistema vascular (Wallace, Basehore e Zito, 2022). Em muitos casos, o processo
de cicatrizagdo pode ser dificultado (ou impedido) em decorréncia da superproducéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), menor geragdo de energia e diminuigdo de
potencial redutor celular gerados pela disponibilidade comprometida de oxigénio e
outros nutrientes vitais no leito da queimadura (Yadav et al., 2021).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as queimaduras sdao um
problema de saude publica mundial, sendo responsaveis por cerca de 180.000 mortes
anualmente, cuja maioria ocorre em paises de baixa e média renda (WHO, 2018). As
principais modalidades de tratamento incluem reposicdo de fluidos,
prevencao/controle de infec¢cdo e cirurgia. Na prevengao/controle da infec¢do, os
pacientes costumam receber elevadas doses de antimicrobianos/antibiéticos, que
geralmente sdo alternativas caras e com efeitos colaterais crénicos a medida que se
estendem por longos periodos de tratamento; alergias e resisténcia a medicamentos
s&o os principais exemplos de reagdes adversas relacionadas as drogas sintéticas
direcionadas ao tratamento de queimaduras (Sai e Babu, 1998). Assim, a crescente
demanda por procedimentos e tratamentos minimamente invasivos e eficazes nesse
tipo de lesdo € um fator de suma importancia, além de contribuir para melhorar o
aspecto estético dos pacientes.

No que diz respeito ao desenvolvimento de curativos para tecidos danificados,
produtos naturais obtidos de maneira sustentdvel e com caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade, tais como polissacarideos, vém sendo cada
vez mais testados no tratamento de queimaduras por representarem alternativas
eficientes na restauracio da pele queimada e, ao mesmo tempo, uma forma de reduzir
gastos. Os polissacaridicos estdo no foco de muitos pesquisadores hoje em dia; ha
uma incessante busca pelo aprimoramento das técnicas de extracao, purificagao e
formulac&do de matrizes polissacaridicas com o intuito de melhorar o know how sobre
as propriedades e as aplicagbes destes biopolimeros. Devido a sua versatilidade,

polissacarideos estdo sendo utilizados, por exemplo, na purificagdo de agua e na
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producdo de biossensores (GHOMI et al., 2019), como matrizes de afinidade para
purificacdo de lectinas ligantes de galactose (Moreira et al., 1998; Seshagirirao et al.,
2005, Garros-Rosa et al., 2006; Braga et al., 2011), como embalagens alimenticias
(HAN et al., 2021) e como dispositivos farmacéuticos com atividade antimicrobiana
(SHAO et al., 2018), antioxidante (WANG et al., 2020), anti-inflamatoria (WANG et al.,
2018a), antitumoral (KHAN et al., 2019), antiviral (WANG et al., 2018b) e cicatrizante
(Albuquerque et al., 2022).

Nosso grupo de pesquisa tem investigado o polissacarideo do tipo
galactomanana extraido das sementes da planta Cassia grandis, espécie conhecida
por diversos nomes populares, tais como Cassia-rosa, Acacia, Marimari, Cassia-
grande, Fedegoso, Marizeiro, Mata-pasto, Cassia, dentre outros. Considerado uma
fonte ecoldgica, ndo-toxica e GRAS (Geralmente Reconhecida como Segura), este
polissacarideo € constituido por uma cadeia linear com unidades [-1,4-D-
manopiranose substituidas por unidades ligantes a-1,6-D-galactopiranose, com 71%
de manose e 29% de galactose, com uma razdo M/G = 2,44 e grau de cristalinidade
por difragdo de raios X de 0,334. Fisicamente, estudos reoldgicos revelaram que, na
concentracéo de 1,6% (p/v), foi possivel obter a transigéo solugédo-gel (Albuquerque et
al., 2014); géis (1,7%, p/v) (Albuquerque et al., 2016) e filmes (0,8%, p/v) se mostraram
altamente brilhantes/transparentes (Albuquerque et al., 2017) e com promissoras
aplicagdes biotecnoldgicas. Por exemplo, filmes produzidos com galactomanana 0,8
% (p/v), glicerol 0,2 % (v/v) e a lectina extraida das sementes do feijao Cratylia mollis
(0,5 %, p/v) foram eficientemente testados como curativo topico de feridas cutédneas
produzidas em ratos Wistar e demonstraram capacidade de acelerar as etapas da
cicatrizagdo com aperfeicoamento da granulagcdo, da formacédo do epitélio e da
regeneragao do colageno nas feridas (Albuquerque et al., 2017).

Outro exemplo de terapia que promove o desbridamento autolitico e o preparo
do leito da ferida para uma melhor cicatrizacdo € a fisioterapia a laser de baixa
intensidade, atualmente conhecida como terapia fotobiomoduladora (TFBM)
associada (Aragao-Neto et al., 2017, Shen et al., 2021) ou ndo (Albuquerque et al.,
2017) a curativos a base de hidrogéis. Neste caso, a TFBM apresenta a eficacia clinica
de uma terapia ndo cirurgica e que pode ser limitada a aplicagdo unica em decorréncia
de contemplar as 4 fases do processo complexo da cicatrizagao de feridas, uma vez
que as terapias de aplicagdo unica geralmente s6 conseguem promover com eficacia

uma das fases da cicatrizagdo (Farokhi et al., 2018).
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A terapia com laser de baixa intensidade (TLBI), um tipo de TFBM que usa
irradiancia de laser ndo térmico, tem crescido nas ultimas décadas por conferir uma
série de beneficios clinicos, por exemplo, ao processo de cicatrizacao de feridas
crbnicas e o0 aprimoramento do desempenho atlético; diante dos beneficios acima
mencionados, a TLBI tem sido considerada a fisioterapia de reparagao mais eficiente
e econOmica (Yadav et al., 2021, Dompe et al., 2020, Atua et al., 2021). Atualmente,
a TFBM é considerada uma técnica segura, eficaz e com resultados promissores em
diversas areas como, por exemplo, na odontologia, para o controle do nivel de dor,
edema e trismo (Atua et al., 2021); na oncologia, € eficaz na prevengao da dermatite
aguda grave por radiacdo em pacientes com cancer de cabega e pescoc¢o (Robijns et
al., 2021); no campo das feridas, acelera o processo de reparo tecidual, com efeitos
analgésicos, anti-inflamatodrios e de regeneracéo tecidual (Aragéo-Neto et al., 2017);
em queimaduras em diabéticos, atua na reducgéo de infiltrado inflamatorio e favorece
a organizagdo do colageno (Moreira et al., 2021); e em feridas dérmicas em
imunossuprimidos, regula a sobrevivéncia celular e as cascatas de sinalizagado de
proliferacdo, com reducao do estresse oxidativo, atenuacéo da inflamacgao e da dor e
inibicdo da morte celular por apoptose, contribuindo para o aumento da cicatrizagao
(Keshri et al., 2020).

Assim, considerando que a transparéncia dos curativos € um pré-requisito para
a TFBM (Shen et al., 2021) e que as caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades
inerentes da galactomanana da C. grandis foram eficientemente reportadas pela
literatura, curativos a base deste polissacarideo possuem potencial a serem
explorados no tratamento combinado a TFBM em queimaduras de segundo grau em

ratos Wistar, sendo, portanto, o objetivo primordial deste trabalho.

2. Materiais e métodos

As vagens de C. grandis foram coletadas em julho de 2019 no Campus da
UFPE, Cidade Universitaria, Recife, Pernambuco, Brasil. A identificagdo botanica foi
feita através do depodsito de espécimes testemunhos no Herbario do Instituto
Agronémico de Pernambuco-IPA Dardano de Andrade Lima (IPA 89340). Etanol
99,8%, acetona PA, cloreto de sodio e fenol foram obtidos da Vetec Fine Chemicals
Ltda. (Brasil). Todos os outros produtos quimicos foram de grau analitico.



48

2.1 Extragcao da galactomanana e obtengao do gel

A galactomanana contida nas sementes de C. grandis foi extraida por
precipitagdo etandlica de acordo com Albuquerque et al. (2014). Resumidamente, as
vagens de C. grandis foram imersas em agua destilada a temperatura ambiente (25
°C) por 18 h e, em seguida, as sementes foram retiradas e secas até atingirem peso
constante. As sementes foram fervidas em agua destilada [1: 5 (p/v)] por 1 h, para a
inativagdo enzimatica, e conservadas em agua a 25 °C, por 18 h, para facilitar a
remogao da casca. Entédo, o endosperma e o germe foram triturados em liquidificador
com 0,1 NaCl [5% (p/v)] a 25 °C, e a solugéo resultante foi filtrada, primeiro em tecido
tipo vual e depois em tela de serigrafia (tipo 90). Posteriormente, a solugdo foi
precipitada com etanol 46% [1:3 (v/v)] por 18h e o precipitado branco obtido foi lavado
duas vezes com etanol 100% [1:3 (p/v)] por 30 min e uma vez com acetona [1:3 (p/v)]
por 30 min. Entre cada lavagem, o precipitado foi filtrado em tela de serigrafia (tipo
110) e finalmente seco até peso constante. O precipitado seco foi moido, denominado
galactomanana e armazenado em um lugar seco para uso posterior.

O gel foi preparado em ambiente estéril por dissolugdo da galactomanana
(1,7% pl/v) em agua destilada autoclavada, sob agitagdo magnética (500 rpm), por 18
h, a 25 °C. Esta concentragdo de galactomanana teve como base o estudo reologico
prévio reportado por Albuquerque et al. (2016).

2.2 Avaliacao citotéxica

A atividade citotoxica foi realizada pelo método do MTT [brometo de (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazdlio], que se baseia na capacidade da enzima
succinato desidrogenase, presente no ciclo de Krebs e ativa nas mitocondrias viaveis,
em converter o sal tetrazolio, de cor amarela, em cristais de formazan, de cor purpura,
de acordo com Mosmann (1983). A linhagem celular utilizada foi a L-929 (fibroblastos
murinos) cultivada em meio de cultura DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% e adicionados 100 ug/mL de
penicilina e estreptomicina. A cultura foi mantida em estufa (Panasonic, Brasil)
atmosférica a 37°C com 5% de CO2. Uma suspenséo de células L-929 (100 pL) foi
plagueada em placa de poliestireno de 96 pogos (655111T, Cralpast, Brasil) na
concentragéo 2 x 10° células/mL e incubada a 37 °C, por 24 h. Em seguida, 100 pL do
gel de galactomanana, preparado em condi¢cdes estéreis, foram adicionados em
diferentes concentragdes (1,56 - 50 yg/mL). Seguidas 72 h de tratamento, foram
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adicionados a cada pog¢o 25 yL de MTT (5 mg/mL) e, depois de 3 h de incubagéo, o
meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de dimetilsuféxido (DMSO) foi
adicionado a cada poco, para dissolugao dos cristais de formazan. A absorbancia foi
medida em um leitor automatico de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.
O controle negativo (CN), considerado como 100% de viabilidade celular, ndo recebeu
o tratamento com o gel de galactomanana e sim 100 yL do meio (DMEM), e o controle
positivo (CP) foi preparado usando o farmaco doxorrubicina (5 pg/mL), que inibe a
sintese de DNA e RNA.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a porcentagem de
viabilidade celular foi calculada no programa GraphPad Prism 8.1 Demo. Os
resultados foram expressos em relagéo ao controle negativo apds aplicar ANOVA one-
way seguido do pos teste de Dunnett. A concentragédo capaz de reduzir em 50% (Clsp)
a viabilidade das células em relagdo ao controle negativo foi calculada para definicao
do grau de citotoxicidade através de regressao nao linear utilizando o software
GraphPad Prisma versao 8.1 Demo.

2.3 Avaliacao hemolitica

Para este ensaio foram utilizados eritrécitos murinos que foram obtidos através
de puncéao cardiaca conforme os procedimentos éticos estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA) e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil, em 24/09/2019 (processo n°
0094/2019). O ensaio foi realizado em placas de 96 pog¢os seguindo o método descrito
por Costa-Lotufo et al. (2005) utilizando eritrocitos murinos (ratos Wistar machos). Os
eritrécitos foram lavados trés vezes com solugédo salina (NaCl 0,85% + CaCl210 mM)
e centrifugados (3500 rpm, 10 min) entre cada lavagem; apods a ultima centrifugacao,
o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em solugio salina para se
obter uma suspenséo de eritrocitos a 2% (v/v). Resumidamente, o primeiro pogo
recebeu 100 uL de solugéo salina (controle negativo); o segundo pogo recebeu 100
ML de solugéo salina + 100 puL do gel da galactomanana e, ap6s homogeneizagao,
procedeu-se com uma diluicdo seriada, sendo descartados 100 pL ao final da diluic&o.
O gel de galactomanana foi testado com concentragao inicial de 2500 mg/mL e o
ultimo pogo recebeu 80 pL de solugéo salina + 20 yL de Triton X-100 a 1% (controle

positivo). Em seguida, 100 pL da suspenséo de eritrécitos foi plaqueada em todos os
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pocos e a placa foi incubada por 1 h, sob agitagdo constante, a 28 °C. Apds 10 min de
repouso, a placa foi centrifugada (CN-5400, HT, Taiwan) a 1500 g, por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para outra placa de 96 pogos e a hemoglobina liberada
foi medida pela absorbancia a 560 nm em leitor automatico de microplacas. O
resultado foi expresso em % de hemolise calculada usando a seguinte equagéao: % de
hemolise = [(absorbancia da amostra) — (absorbancia do controle negativo)] /
[(absorbancia do controle positivo) - (absorbancia do controle negativo)] X 100.

2.4 Atividade cicatrizante in vitro

A linhagem murina normal L-929 foi utilizada para a realizagdo desse ensaio de
acordo com Buachan et al. (2014). Os fibroblastos foram cultivados em placas de 24
pocos na concentragdo de 1 x 108 células/mL e mantidos em meio de cultivo DMEM
com suplementagdo de SFB a 10%. Ao atingirem 100% de confluéncia, o meio foi
retirado dos pogos e foram adicionados 3 mL de Phosphate Buffered Saline (PBS).
Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de 200 L, foi feito um risco no fundo da
placa em um local previamente delimitado. A solugédo de PBS foi retirada e adicionou-
se meio DMEM sem SFB nos pogos dos controles negativos e nos pogos que iriam
receber o gel da galactomanana (50 pg/mL), cuja concentragdo foi baseada na
avaliacao citotdéxica mencionada no tépico 2.2. Apenas os pogos do controle positivo
receberam o meio suplementado com SFB 10%. A area de cada poco onde foi feita a
lesdo foi fotografada no periodo de 0, 3, 6, 24, 48 e 72 h. Os resultados foram
expressos em percentual de confluéncia e calculados pela formula: % de confluéncia
= [(A-B)/ A] X100, onde A é a area inicial no tempo 0 e B a area no intervalo de tempo
observado. A analise estatistica foi realizada pelo teste T (multiple T tests-one per row)
através do software Graphpad prisma versao 8.1.

2.5 Atividade cicatrizante in vivo

Foram utilizados 60 ratos machos Wistar albinos (Rattus norvegicus) obtidos do
Biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE, pesando 250 + 50 g, com 8 a 10
semanas de vida, mantidos sob condi¢ées ambientais padrao de umidade relativa (60—
70%), temperatura (22 £ 2 °C), luminosidade com ciclo de 12 h claro/escuro e com
agua e ragao ad libitum. O procedimento experimental foi realizado no Biotério do
Instituto Keizo Asami (iLIKA)/UFPE, onde os animais foram mantidos nos mesmos

padrées ambientais, anteriormente descritos, por um periodo de uma semana de
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adaptacdo antes de serem submetidos ao protocolo experimental. Todos os
procedimentos em animais obedeceram ao CONCEA e foram aprovados pela CEUA
(processo n° 0094/2019).

2.5.1 Indugao e tratamento de feridas por queimadura em ratos

O modelo experimental de escolha para realizagdo das queimaduras de
segundo grau foi estabelecido por Pereira et al. (2012), obtendo lesées com 0 mesmo
tamanho e grau de profundidade. Inicialmente, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com 2% cloridrato de xilazina (10 mg kg™') e cloridrato de cetamina a
10% (115 mg kg™'), com subsequente tricotomia do dorso pela tenséo de cabelo direta
(area medindo cerca de 3 cm?) e antissepsia com 1% de polivinilpirrolidona-iodo. A
queimadura de 2° grau foi confeccionada através do contato com uma barra de
aluminio (didmetro = 10 mm), pré-aquecida a 90 °C, durante 15 s. A pressao exercida
sobre a pele do animal corresponde a massa de 51 g da barra de aluminio usada na
indugdo da queimadura. Apds o término da anestesia, foi aplicada analgesia com
dipirona intramuscular (0,01 mg kg™), para evitar a dor. Os animais foram divididos,
ao acaso, em quatro grupos experimentais, cada um constituido por 15 animais: Grupo
(GG) - tratado com o gel de galactomanana; Grupo (GL) - tratado com laser (TFBM);
Grupo (GLG) — tratado com laser (TFBM) associado ao gel degalactomanana; e Grupo
(GC) — controle, tratado com soro fisiologico (NaCl 0,9%). Cada grupo foi subdividido
em subgrupos, contendo 5 animais cada, que correspondem aos tempos da eutanasia
e biopsia excisional (realizadas no 3°, 14° e 21° dias apds a inducao da ferida).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e foram tratados topicamente
a cada 24 h de acordo com o grupo experimental: 100 yL de gel (GG); irradiagdo com
laser-TFBM (GL); irradiacdo com laser-TFBM e posterior aplicagado de 100 pL do gel
(GLG); e 100 pL de NaCl 0,9% (GC). Todos os animais dos Grupos GL e GLG foram
submetidos a TFBM com irradiagao de forma pontual a uma distancia de 2 mm da pele
do animal, durante 40 s, no centro do ferimento, imediatamente apds o término da
cirurgia (indugdo da ferida) e a cada 24 h durante todo o periodo experimental. Para
tal, foi utilizado o aparelho de laser vermelho de diodo (Therapy XT, DMC médica,
EUA) com os seguintes parametros de irradiagdo: A = 660 nm; A = 1 cm?; DE
=4J / cm? P = 100 mW; F = 50 hz. Os animais receberam as irradiagbes em local
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isolado, e a equipe envolvida estava paramentada com o equipamento de protecao
individual adequado e 6culos de protecdo especifico para o comprimento de onda
utilizado (660 nm).

2.5.2 Biopsias e analise histolégica

As bidpsias cutaneas foram realizadas com o0s animais previamente
anestesiados, conforme descrito anteriormente, removendo o fragmento de pele
dentro da area da ferida, cobrindo £ 1 cm além de cada margem dorsal e ventral e
armazenados em 10 % de formalina durante 24 h. Apoés a fixagao, as amostras foram
lavadas com agua, imersas em alcool etilico a 70% por um periodo de 3 a 4 dias, com
posterior desidratacdo do material e substituicdo da agua presente no tecido por um
agente desidratante (etanol), em solugdo crescente (70%, 80%, 90%, 100%),
diafanizados em Xilol, e feita a inclusdo em parafina. Apos a biopsia, os animais foram
sacrificados por eutanasia com uma injegao letal de tiopental sédico (200 mg kg™'), por
via intraperitoneal, e as carcagas foram armazenadas em sacos brancos e enviados
para incineragao.

As pecas histologicas emblocadas na parafina foram cortadas com micrétomo
manual (Leica, Suica) em uma espessura de 5 ym, coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Tricromico de Masson (TM) e montadas com laminulas utilizando resina
sintética (Entellan/Merck). A analise histopatologica das secg¢des da pele foi realizada
utilizando um sistema de microscopia com software de captura de imagens ZEN blue
edition Axio zeiss, USA. Amostras de 5 animais de cada grupo/tempo foram usadas

para ambas as analises.

2.5.3 Avaliacgao clinica das lesdes experimentais

As caracteristicas clinicas das feridas experimentais foram observadas
diariamente, considerando os aspectos edema, hiperemia, exsudato, crostas primaria
e secundaria, destacamento e reepitelizagdo, segundo Albuquerque et al. (2017). O
peso corporal foi determinado utilizando balanga eletronica (Ramuza/Brazil) no dia da
indugao da ferida por queimadura, bem como no 3°, 14° e 21° dias da eutanasia. A
avaliacdo microbioldgica foi realizada com swab na area de lesdo no momento da
indugdo da queimadura e nos respectivos dias de bidpsias, para avaliar o grau de

contaminagdo das injurias.
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Para determinar a retracdo das lesbes, as areas foram fotografadas por uma
camera fotografica (Alpha 3000K/B- SONY), a uma disténcia de 20 cm, e calculadas
pelo software Image J 2.0. O indice de cicatrizagdo das lesbes (ICL), para analise da
reepitelizagdo, foi calculado de acordo com a equacgado [ICL = (Ai - Af)/Ai], que
representa o quociente entre a diferenca da area inicial (Ai) e final (Af), pela area inicial,
multiplicado por 100, para expressar o valor em porcentagem da contragédo daferida
(Albuquerque et al., 2017). Neste caso, a area inicial corresponde ao dia da indugdo
da ferida por queimadura (To), € a area final corresponde ao dia da eutanasia(Ts, T14 €
T21).

2.6. Processamento dos dados e analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de testes ndo parameétricos. Teste t,
ANOVA one-way e two-way foram os testes utilizados e estdo descritos com seus pos
testes, quando necessario, em cada metodologia utilizada neste trabalho. Todos os
resultados foram expressos como valores médios dos grupos + desvio padréo e foram

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

3. Resultados e Discussao
3.1 Extracao da Galactomanana

A extragcdo é uma operagdo unitaria integrada no conjunto das operagdes
baseadas na transferéncia de massa envolvida na etapa de purificagdo, sendo
considerada um dos fatores importantes no calculo do rendimento de extracéao,
principalmente em nivel industrial. Assim, diferentes métodos de extragdo e
purificacdo podem afetar a estrutura dos polissacarideos e, devido a estreita relagcao
entre estrutura e fungédo, modificar suas atividades biolégicas (Albuquerque et al.,
2022). As estruturas dos polissacarideos sdo muito mais complexas que as de outras
biomoléculas (peptideos, proteinas e acidos nucléicos) devido as diferengcas de massa
molecular relativa, composigdo e ordem dos monossacarideos, ligacdo glicosidica,
grau de polimerizagao e ponto de ramificagdo. Ainda, diferentes fontes, variedades e
lotes de produtos naturais, e até mesmo diferentes purezas, métodos de extracéo e
procedimentos de separacdo, tém impactos importantes nas propriedades fisico-
quimicas e na caracterizagao estrutural dos polissacarideos (Hou et al., 2022).

O rendimento de extracdo obtido foi de 34 + 6%, semelhante aos 36 + 8%

encontrados por Albuquerque et al. (2017) e por Andrade et al. (2018) para as
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sementes da mesma regidao (Pernambuco, Brasil), assim como os 32 - 34 % (p/p)
reportados por Joshi e Kapoor (2003) para sementes de C. grandis da india. Ainda, foi
bem superior aos 8,8%, 13,4% e 23,4% relatados por Carvalho et al. (2021) ao extrair
a galactomanana de sementes comerciais (Arbocenter, Sdo Paulo, Brasil) de

C. grandis por 3 metodologias distintas. Diante do exposto, & possivel inferir que a

metodologia aqui utilizada foi eficiente para a obtengao da galactomanana em estudo.

3.2 Avaliacao citotéxica

A avaliacdo da toxicidade de um produto € um dos principais parametros
utilizados para se medir a biocompatibilidade que, conceitualmente, € a resposta
biolégica a um material. Considerando que a avaliagdo da toxicidade é refletida pela
reacao tecidual de um organismo a um determinado produto, a analise das células
envolvidas nesta reagao é essencial e necessaria em estudos de biocompatibilidade.
Durante o processo de cicatrizagao de feridas, a resposta bioldgica, isto é, a resposta
imune, desempenha um papel importante. Os macrofagos residentes na pele sao as
primeiras células imunes que respondem a uma injuria, atraindo células adicionais
relacionadas ao processo de cicatrizagcdo, como a migragcdo e proliferacdo dos
fibroblastos. Assim, o uso de linhagens celulares de fibroblastos para avaliar a
toxicidade de produtos naturais adequados para aplicagdes biotecnologicas tem sido
um fator importante na caracterizagao bioldgica de potenciais curativos para feridas
(Albuquerque et al., 2017).

Os resultados obtidos pelo ensaio do MTT indicam que a viabilidade das células
L-929 (fibroblastos murinos), expostas por 72 h a 37°C e 5% de CO:2 a diferentes
concentragbes do gel de galactomanana (1,5 — 50,00 pg/mL), ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparadas com a viabilidade do controle negativo
(CN) sem tratamento (Fig.1). Isso porque a menor concentracédo (1,5 pg/mL)
apresentou 100 + 0,67 % de viabilidade celular, e a maior concentragédo (50,0 pg/mL)
apresentou valor de 99,42 + 0,42% (p>0,05).
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Fig. 1. Efeito da concentracéo (1,5 — 50,0 ug/mL) do gel de galactomanana na
viabilidade em células L-292 (fibroblastos murinos) pelo método do MTT, apds 72h a
37°C e 5% de COy; Controle negativo (CN): ndo recebeu o tratamento com o gel de
galactomanana. Resultados expressos em relagdo ao controle negativo apos aplicar
ANOVA seguido do pos teste de Dunnett.

Esses resultados corroboram com outros resultados de MTT reportados pela
literatura. Por exemplo, flmes da galactomanana (0,8 % p/v) de sementes de C.
grandis (Cassia-rosa ou Acassia), quando testados frente a células Vero,
apresentaram viabilidade de 89,80 + 26,27% e 101,2 £ 16,07 %, respectivamente apos
24 e 48 h de incubacéo (Albuquerque et al., 2017). A galactomanana de sementes de
C. fistula (Cassia-imperial ou Chuva de ouro), também testada em células Vero apos
72h de incubagéo a 37°C e 5% de CO», ndo reduziu a viabilidade celular até 500 ug/mL de
concentracédo do polissacarideo; porém, quando testada na concentracdo maximade
1000 pg/mL, reduziu a viabilidade em 16% (Silva et al., 2020). Filmes a base da
galactomanana de sementes de Delonix regia (Flamboyant ou Acacia-rubra), em
diferentes concentragdes, reticulados com EDC [1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride] associado ou ndo com gelatina de pele bovina tipo B,
também nao mostraram citotoxicidade independentemente da concentragdo da
galactomanana em células L929; por isso, foram sugeridos para aplicagbes na
engenharia de tecidos e em curativos para cicatrizagdo de feridas (Siqueira et al.,
2015).

Quando testado em fibroblastos murinos (linhagem L-929) pelo MTT, apos 72

h de tratamento, o gel de galactomanana deste trabalho apresentou valores de ICso €
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intervalo de confianga de 95% (IC 95%) de 183,80 ug/mL e 113,80-414,20 pg/mL,
respectivamente; por sua vez, a doxorrubicina (controle positivo) apresentou valores
de 0,26 yg/mL e 0,19-0,36 pg/mL. Com base nos critérios do Instituto Nacional do
Cancer dos EUA (NCI), que atribui para um composto puro com atividade citotdxica
significativa um valor de ICso < 4 mg/mL, podemos concluir que nenhum efeito
citotoxico foi observado para o gel de galactomanana. De acordo com Alexandre et al.
(2019), a auséncia de citotoxicidade em linhagens de células normais pode ser
interpretada como positiva por abrir novas perspectivas para estudos toxicoldgicos,
tanto em outras células normais quanto em células cancerosas, avaliando seu

potencial como agente antitumoral.

3.3 Avaliacao hemolitica

A liberagédo de hemoglobina no plasma ocasionada pela hemdlise, que consiste
na lise eritrocitaria, pode gerar situagdes de risco ao organismo e, por isso, a hemdlise
representa a avaliagdo de toxicidade inicial mais comumente empregada. Assim, a
atividade hemolitica do gel de galactomanana na faixa de 2500 a 78,12 pg/mL de
concentrag&o, usando eritrécitos murinos, foi investigada (Fig. 2).

Os resultados mostraram que, para as concentragdes de 625 a 78,12 ug/mL,
nao houve hemolise em comparagédo ao controle negativo, indicando que o gel de
galactomanana, nesta faixa de concentragéo, é desprovido de atividade hemolitica e,
portanto, apresenta potencial para diversas aplicagdes biotecnoldgicas sem toxicidade
aparente. A atividade hemolitica do hidrogel fabricado com carboximetil quitosana e
funcionalizado com alginato de sodio via reacao de base de Schiff tambémfoi avaliado
quanto a atividade hemolitica, neste caso frente a eritrocitos humanos. Ataxa de
hemolise medida foi inferior a 5 % confirmou que o hidrogel € um material ndo
hemolitico e, por isso, pode ser usado para a construgcdo de enxertos de cicatrizagao
de feridas (Xuan et al., 2021).
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Fig. 2. Efeito da concentragao do gel de galactomanana (2500-78,12 pg/mL) no
percentual de hemolise em eritrécitos de ratos Wistar machos (2%); controle negativo
(CN, solugao salina) e controle positivo (CP, Triton X-100 a 1%). *p<0.0001, em
relagdo ao controle positivo, obtido pelo teste de variagcdo do ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett.

Concentragbes da galactomanana acima de 1250 pg/mL, no entanto,
apresentaram hemolise semelhante ao controle positivo. Porém, é importante
mencionar que, dependendo da aplicagao esperada para o gel da galactomanana da
C. grandis, este resultado pode nao ser relevante (Albuquerque et al., 2016); por
exemplo, a aplicacao tépica testada no modelo animal para feridas por queimadura do
presente trabalho ndo foi influenciada negativamente por qualquer nivel de hemdlise
(vide subtopico 3.5 Atividade cicatrizante para melhor explanagéo destes resultados).

3.4 Atividade cicatrizante in vitro

O ensaio de cicatrizagao de feridas in vitro, também conhecido como “ensaio
de ranhura”, € um método simples, versatil e econbmico para estudar a migracéo
celular. Nesta técnica, uma fenda € gerada, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL,
na monocamada de células confluentes e a taxa de fechamento da ranhura e a
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migracgéao celular podem ser quantificadas fotografando com um microscopio invertido
em varios intervalos de tempo (Liang et al., 2007).

Os resultados da taxa de fechamento das ranhuras em células L-929 (Fig. 3)
revelaram que o gel de galactomanana (50 yg/mL) promoveu a migragao celular ao
longo do periodo de 3 (5 %) a 72 h (86 %) do tratamento apos a les&o e diferiu
estatisticamente (p<0,05) do controle positivo (CP, com SFB) quando o mesmo
apresentou taxa de migragao de 100 % com 72 h. O grupo controle negativo (CN, sem
SFB), por sua vez, apresentou taxa de fechamento apos 72 h menor (p<0,05) que
ambos os grupos, com valor de 50%. Os resultados sugerem que o gel de
galactomanana proporcionou um ambiente propicio e estimulante para o crescimento
celular e corroboram com os resultados de Scratch wound healing reportados na
literatura para diferentes fontes de polissacarideos avaliados de maneira isolada ou
em combinagao com outras moléculas, em estrutura nano ou microscopica.

O sistema MOS-PS-AgNPs, por exemplo, formado pelo polissacarideo isolado
das sementes de Moringa oleifera (MOS-PS) em associagdo com nanoparticulas de
prata (AgNPs) foi avaliado quanto ao seu potencial de cura pela taxa de migragao da
linhagem de fibroblastos L929. As células foram enriquecidas com MOS-PS-AgNPs
na faixa de concentragdo de 3,5 a 12,5 pyg/mL e o tratamento com 6,5 pg/mL exibiuum
aumento perceptivel na taxa de migracdo (91%) em comparagdo com outras
concentragbes do sistema e o controle (~27%) (Mehwish et al., 2021). Dois
biomateriais marinhos, carboximetil quitosana (CMC) e peptideos de colageno (COP)
surgiram como promissores curativos para queimaduras no trabalho de Cheng et al.
(2019). Eles revelaram que o tratamento com esponjas CMC-COP a 100 pg/mL,
preparadas por acoplamento covalente e liofilizagcado e avaliadas pelo Scratch wound
healing teste, teve efeitos significativos na taxa de fechamento das ranhuras. O acido
hialurénico, um polissacarideo de origem animal e natural, popularmente conhecido
por influenciar o processo de cicatrizagdo, foi conjugado com a curcumina, um outro
agente cicatrizante promissor, e avaliado em testes in vitro e in vivo. Em relagédo ao
Scratch wound healing teste, o conjugado melhorou a migragao de células em feridas
por arranhdo em comparag¢ao com o tratamento da curcumina nativa (Sharma et al.,
2018).
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Fig. 3. Porcentagem de confluéncia da ferida indicando a taxa de fechamento da ferida
em linhagem L-929, tratada com o gel de galactomanana na concentragéo de 50 pg/
mL no intervalo de tempo (0 — 72 h) (A); CP: (m) Controle positivo (meio DMEM
suplementado com SFB 10%); CN: (e) Controle negativo (meio DMEM sem SFB).

3.5 Atividade cicatrizante in vivo
3.5.1 Avaliagao macroscopica

Ao longo dos 21 dias de experimento, todos os animais permaneceram
clinicamente bem, alimentando-se normalmente e com comportamento rotineiro.
Levando em consideracdo que um dos principais sinais de dor em animais de
laboratorio submetidos a procedimentos experimentais esta diretamente relacionado
a mudangas de comportamento, ndo foram observados sinais significativos, como
anorexia ou autofagia, confirmando os bons sinais clinicos dos animais.

Para a inducao das feridas por queimadura, o método de tracdo manual foi
utilizado para a retirada do pelo dos animais, reduzindo a possibilidade de lesdes
ocasionadas, por exemplo, por laminas ou outros dispositivos perfurocortantes.
Durante todo o processo cirurgico, ndo houve sangramentos nem lesdes associadas
a pele dos animais. Ademais, tanto os grupos tratados quanto o grupo controle ndo
apresentaram alteracdes estatisticamente significativas no peso corporal ao longo do
periodo experimental, assim como nenhuma diferenga naingestdo de alimentos,
corroborando coros reportados por Steinstraesseet al. (2005) para os grupos
de falsa queimadura e o grupo apenas dequeimadura. Também n&o foi detectada

contaminagao microbiana durante o periodo



60

experimental, o que sugere a presenca de mecanismos inatos de defesa
antimicrobiana.
As observagdes macroscopicas (Fig. 4) revelaram que as feridas induzidas por

queimadura térmica apresentaram coloragao branca no dia do procedimento.

14° dia

GC

GLG

Fig. 4. Aspectos macroscopicos das feridas induzidas por queimadura de segundo
grau, no momento do procedimento (dia 0) e nos demais dias de avaliagéao (3, 14 e
21), para os grupos controle (GC), gel de galactomanana (GG), tratado com TFBM

(GL) e tratado com TFBM associado ao gel de galactomanana (GLG).

No 3° dia de experimento, & possivel descrever edema leve e margem indistinta
de eritema para todos os grupos, com auséncia de bolhas associadas a queimadura.
Definicdo semelhante é relatada por Cai et al. (2014), que reportaram queimaduras
profundas de segundo grau e lesées apresentando cor palida com margens indistintas
de eritema ao utilizar haste cilindrica de 100 g (1 cm de didmetro) aquecida a 100 °C,
por 5's, com o proprio peso da haste. Ainda em relacédo ao 3° dia de analise, todos os
grupos apresentaram crosta primaria, espessa e seca recobrindo a ferida, sendo as

queimaduras dos grupos GG e GLG com tendéncia ao amarelo, enquanto o grupo GC
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apresentou feridas de tonalidade castanha e o grupo GL de aspecto avermelhado.
Com o passar dos dias, a crosta ampliou-se e, por volta do 7° dia, atingiu toda a
superficie da queimadura, protegendo a ferida de contaminagdo microbiana e da
perda de fluidos.

Ao longo dos 21 dias de experimento, todos os animais permaneceram
clinicamente bem, alimentando-se normalmente e com comportamento rotineiro.
Levando em consideracdo que um dos principais sinais de dor em animais de
laboratorio submetidos a procedimentos experimentais esta diretamente relacionado
a mudangas de comportamento, ndo foram observados sinais significativos, como
anorexia ou autofagia, confirmando os bons sinais clinicos dos animais.

Para a inducdo das feridas por queimadura, o método de tracdo manual foi
utilizado para a retirada do pelo dos animais, reduzindo a possibilidade de lesdes
ocasionadas, por exemplo, por laminas ou outros dispositivos perfurocortantes.
Durante todo o processo cirurgico, ndo houve sangramentos nem lesdes associadas
a pele dos animais. Ademais, tanto os grupos tratados quanto o grupo controle ndo
apresentaram alteracdes estatisticamente significativas no peso corporal ao longo do
periodo experimental, assim como nenhuma diferenga naingestdo de alimentos,
corroborando coros reportados por Steinstraesseet al. (2005) para os grupos
de falsa queimadura e o grupo apenas dequeimadura. Também n&o foi detectada
contaminagao microbiana durante o periodoexperimental, 0 que sugere a presenga de
mecanismos inatos de defesaantimicrobiana.

As observagdes macroscopicas (Fig. 4) revelaram que as feridas induzidas por
queimadura térmica apresentaram coloragao branca no dia do procedimento. No 3°
dia de experimento, é possivel descrever edema leve e margem indistinta de eritema
para todos os grupos, com auséncia de bolhas associadas a queimadura. Definicdo
semelhante é relatada por Cai et al. (2014), que reportaram queimaduras profundas
de segundo grau e lesdes apresentando cor palida com margens indistintas de eritema
ao utilizar haste cilindrica de 100 g (1 cm de diametro) aquecida a 100 °C, por 5 s,
com o préprio peso da haste. Ainda em relagdo ao 3° dia de analise, todos os grupos
apresentaram crosta primaria, espessa e seca recobrindo a ferida, sendo as
queimaduras dos grupos GG e GLG com tendéncia ao amarelo, enquanto o grupo GC
apresentou feridas de tonalidade castanha e o grupo GL de aspecto avermelhado.
Com o passar dos dias, a crosta ampliou-se e, por volta do 7° dia, atingiu toda a
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superficie da queimadura, protegendo a ferida de contaminagdo microbiana e da
perda de fluidos.

A hidratacdo de uma area queimada mostra-se benéfica para a cicatrizagao,
pois o resfriamento de feridas causadas por queimadura € uma medida de urgéncia
nas praticas clinicas e experimentais. Nos ultimos anos, o uso de polissacarideos de
plantas para aplicagbes cutaneas vem ganhando atengdo porque alcanga eficacia
potente contra desidratagédo, envelhecimento, infecgdes microbianas e cancer de pele.
Uma das possiveis aplicagdes desses polissacarideos € atuar na pele, que € o maior
orgao do corpo humano e pode ser envelhecido/danificado por processos intrinsecos
e extrinsecos (Albuquerque et al., 2022). Assim, os polissacarideos sao conhecidos
como os hidratantes mais comuns em cosméticos, uma vez que os grupos hidroxila,
carboxila e outros grupos polares comumente encontrados nessas moléculas podem
formar ligagcdes de hidrogénio com moléculas de agua. Seu efeito hidratante tem sido
atribuido principalmente a estrutura da rede tridimensional formada a partir do
entrelacamento de cadeias moleculares de polissacarideos, as quais apresentam
propriedades adequadas a formacgao de filmes e podem, portanto, despontar como
promissoras formulagdes hidratantes para a pele. Apesar de alguns estudos ja terem
se voltado para a avaliagao da atividade hidratante de polissacarideos, 0 modo de
acao pelo qual a molécula apresenta esta atividade ainda precisa ser melhor discutido,
principalmente com o intuito de esclarecer a relagao entre a atividade hidratante e sua
composi¢cdo monossacaridica (Zhang et al., 2022).

No caso em estudo, o gel degalactomanana funcionou como um tampéao
hemostatico para os grupos GG e GLG, incrementando a hidratagdo do ambiente
queimado visto que ogelconsegue transferir umidade para a ferida através da sua
rede tridimensional com alta porcentagem de agua, o que promove a hidratagédo e
ainda facilita a contragdo das bordas da ferida (parédmetro essencial para avaliar a
cicatrizagdo). Com 14 dias de experimento, € possivel observar uma redugao
significativa no tamanho das feridas. Os grupos GC, GG e GLG apresentaram
descolamento total da crosta, enquanto o grupo GL perdeu completamente a crosta
no dia 21.

Conforme observado na Fig. 4, a contragdo das lesdes cutaneas ocorre de
forma centripeta a partir das bordas da leséo; de acordo com Zhou et al. (2020), esse

processo esta intimamente relacionado a acao dos miofibroblastos presentes no local
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da lesdo. A porcentagem de contragdo das feridas, relatada na Fig. 5, corrobora,

assim, os aspectos macroscoépicos acima mencionados.
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Fig. 5. indice de contracdo das feridas induzidas por queimadura para os grupos
controle (GC), gel de galactomanana (GG), tratado com TFBM (GL) e tratado com
TFBM associado ao gel de galactomanana (GLG) ao longo de 21 dias de experimento.
(*) representa diferenga estatistica (p < 0,05) do GL em relagdo a todos os demais
grupos experimentais. (**) representa diferengca estatistica (p < 0,05) quando

comparado ao grupo controle (GC).

No 3° dia de analise, o grupo GL (13,89 £+ 3,41 %) apresentou contragao
estatisticamente menor (p < 0,05) quando comparada a todos os demais grupos, os
quais ndo diferiram entre si (taxa de contragdo média de aproximadamente 26 %).
Com 14 dias de experimento, todos os grupos reduziram significativamente o tamanho
das feridas, tendo os grupos tratados apresentado taxa de contragdo maior (p < 0,05)
do que GC; neste caso, GG, GL e GLG nao diferiram entre si (taxa de contragdo média
de aproximadamente 95 %) e GC contraiu 83,14 £ 4,43 %, confirmando os resultados
reportados na Fig. 4. Com 21 dias de experimento, todos 0s grupos apresentaram
elevada taxa de contragéo (aproximadamente 100 %) e n&o diferiram estatisticamente
entre si.

Como ja mencionado anteriormente, a cicatrizagado de feridas € uma reagao
fisiolégica natural a lesdo tecidual, que envolve quatro fases sucessivas, mas

sobrepostas, incluindo hemostasia, fase inflamatéria, fase proliferativa e fase de
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remodelagdo (Wallace, Basehore e Zito, 2022). Assim, os resultados obtidos
demonstram a eficiéncia dos diferentes tratamentos (gel, TFBM e TFBM+gel),
principalmente durante a fase inflamatdria/proliferativa envolvendo os primeiros 14
dias, quando comparado ao controle (NaCl), corroborando com os reportados para a
galactomanana das sementes de C. grandis (Albuquerque et al.,, 2017) e TFBM
(Aragao-Neto et al., 2017) por auxiliarem na retragao de feridas.

Outros polissacarideos reportados pela literatura apresentaram o mesmo
padrdao de diminui¢do gradual do tamanho da ferida e promoveram cicatrizagdo em
ratos, assim como observado neste trabalho. Por exemplo, o hidrogel fabricado com
carboximetil quitosana e funcionalizado com alginato de sddio via reagédo de base de
Schiff também observou que a area da ferida dos animais tratados foi estatisticamente
menor que a dos animais controles. Apos o 14° dia de experimento, as feridas tratadas
foram quase completamente cobertas por pele e cabelos regenerados (Xuan et al.,
2021). O sistema MOS-PS-AgNPs (mencionado no tépico 3.4 Atividade cicatrizante in
vitro) ndo apresentou alteragdes significativas na area de fechamento da ferida em
relagdo ao controle negativo com 3 dias de analise. No dia 9, o processo de
cicatrizagdo progrediu em todos os grupos, como o esperado, com 0O processo de
cicatrizagdo maximo observado nos animais tratados com a dose mais alta do
conjunto; para este grupo, houve uma redugao significativa na area da ferida e ja no
dia seguinte observou-se completo fechamento sem formacéo de cicatriz (Mehwish et
al., 2021).

3.5.2. Avaliagao histolégica
A analise histopatolégica dos espécimes obtidos no presente trabalho esta

apresentada na Fig. 6 (coloragdo com HE) e Fig. 7 (coloragdo com MT).
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Fig. 6. Observagdes celulares coradas em HE das feridas induzidas por
queimadura para os grupos controle (GC), gel de galactomanana (GG), tratado com
TFBM (GL) e tratado com TFBM associado ao gel de galactomanana (GLG),
respectivamente, com 3 (A, B, Ce D), 14 (E,F, Ge H) e 21 (I, J, Ke L) dias de
experimento. Legenda: destruicdo do estrato epitelial (*), infiltrado inflamatério (**),
material proteico amorfo (seta preta), colageno modificado (seta pontilhada), area de
reepitelizacao (seta azul), area de remodelacdo estromal (seta vermelha). Barras de
escala: 5 ym.

No 3° dia experimental, todos os grupos apresentaram o mesmo padrao de
injuria tissular, com destruigdo do estrato epitelial (representado por *), presenca de
material proteico amorfo (representado pela seta preta e perceptivel em maior
quantidade para os grupos GG (Fig. 6B) e GLG (Fig. 6D) e fibras colagenas
modificadas (representadas pela seta pontilhada). No 14° dia de analise, GC manteve
0 padrao de destruigao do estrato epitelial e demonstrou infiltrado inflamatério em area
edemaciada (representado por ** e perceptivel para o grupo Fig. 6E). A presenca de
material proteico amorfo ainda foi observada em todos os grupos experimentais,
porém os grupos GG (Fig. 6F), GL (Fig. 6G) e GLG (Fig. 6H) demonstraram maior
eficiéncia na recuperacédo da base do estrato epitelial, com areas de reepitelizagao
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definidas e, inclusive, remodelac&o estromal especificamente para os grupos GL (Fig.
6G) e GLG (Fig. 6H). A epiderme regenerada muito mais longa (representada pela
seta azul) e a derme com cicatrizes mais estreitas, com um maior numero de células
estromais, com destaque para os fibroblastos (representada pela seta vermelha),
observadas nos grupos GL e GLG ja aos 14 dias de analise, demonstram excelentes
propriedades de cicatrizacao pro-ferida respectivamente para o tratamento com TFBM
e este associado ao gel de galactomanana.

Aos 21 dias, no geral, todos os grupos demonstraram maiores achados de
recuperacdo quando comparados a 3 e 14 dias. GC (Fig. 61) e GG (Fig. 6J)
apresentaram reepitelizacdo (representada pela seta azul) apesar da presenga de
areas lesionadas com discreta alteracdo reativa; em GC, inclusive, o estrato epitelial
ainda era fino com discreto remodelamento estromal (representado pela seta
vermelha). Nos grupos GL (Fig. 6K) e GLG (Fig. 6L), entretanto, & possivel observar
reepitelizacdo e remodelacdo estromal bem definidas, destacando-se GLG com a
melhor evolugéo de recuperacao do epitélio. Nesse sentido, € possivel afirmar que o
tratamento com o gel de galactomanana associado a TFBM se destaca pelo potencial
cicatrizante apresentado nas observagdes macroscopicas (topico 5.1.1) e confirmado
na analise histologica. A utilizagdo do gel de galactomanana e da TFBM de maneira
isolada, no entanto, também apresentaram eficiéncia, porém em menor grau.

Os resultados apresentados acima sugerem que a TFBM modula o numero de
células inflamatodrias nos estagios iniciais da cicatrizagdo de queimaduras cutédneas
(Simbes et al., 2022). Ainda, o processo de reparo da queimadura de segundo grau,
como um maestro orquestrando os diferentes eventos celulares que envolvem desde
a angiogénese até as interagcbes com componentes extracelulares (Martinez-Higuera
et al., 2021), relaciona uma reorganizagdo e maior produgao de fibras colagenas com
aumento da forga de tracido e, consequentemente, uma acelerada contragao da ferida
(Oryan et al., 2018; Ying et al.,, 2019), assim como observado na Figura 5 (vide
subtopico 3.5.1).

Levando em consideragcdo a avaliacdo do colageno visualizada a partir da
coloragdo com Tricrdbmico de Masson (TM) na Fig. 7, € possivel observar que GC (Fig.
7A), GG (Fig. 7B) e GL (Fig. 7C) apresentaram colageno levemente modificado nas
amostras com 3 dias de analise, enquanto GLG (Fig. 8D) apresentou colageno
moderadamente modificado, com uma diferenciagdo no sentido de fibras colagenas
mais finas e mais densas. Com 14 dias de analise, todos os grupos apresentaram pelo
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menos colageno levemente modificado; o colageno modificado e infiltrado do GG (Fig.
7F) pode ser considerado abundante em relacdo as demais amostras com mesmo
periodo de analise, enquanto GL (Fig. 7G) e GLG (Fig. 7H) apresentaram colageno
mais denso e fino. Vale a pena destacar que epiderme edemaciada foi observada
apenas na amostra GLG (Fig. 7H). Os achados encontrados nos grupos GL e GLG
podem estar associados a interagcéo luz-tecido, a qual produz efeitos fotobioldgicos
que induzem respostas anti-inflamatorias e analgésicas, além de um potencial
bioestimulante sobre as células, proporcionando uma cicatrizagcdo mais acelerada
(Gomes et al., 2020).

Com 21 dias de experimento, todos os grupos apresentaram colageno bem
distribuido com algumas particularidades de diferenciagao; por exemplo, GC (Fig. 71)
e GG (Fig. 7J) continham colageno denso enquanto GL (Fig. 7K) e GLG (Fig. 7L)
apresentaram fibras colagenas mais densas e finas. O padrédo de fibras colagenas
reportado no presente trabalho € semelhante ao que ja havia sido previamente
encontrado por Aragao-Neto et al. (2017) estudando a terapia combinada de um
hidrogel com laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas em ratos. Eles
observaram que o colageno estava em moderada quantidade a partir do 7° dia de
experimento em todos os grupos tratados com o laser e o hidrogel; ainda, observaram
um espessamento no rearranjo de colageno nos grupos tratados em relacdo ao
controle (tratado com NaCl). Os resultados de Aragdo-Neto et al. (2017) sugerem que
a utilizagdo de agentes cicatrizantes, como o hidrogel e o laser de baixa poténcia,
ajuda na maturacgao das fibras colagenas e pode beneficiar o processo de cicatrizagao,
tal qual o que que foi encontrado no presente trabalho para a TFBM e ogel de
galactomanana, em associag&o ou nao.

O padrao de inflamacao nos primeiros dias de experimento, com reepitelizagao
parcial e regeneragdao da camada da epiderme entre 10 e 14 dias € um padrao
histologico geralmente encontrado em avaliagdes da atividade cicatrizante de animais
tratados com biopolimeros, a exemplo de polissacarideos. Por exemplo, um hidrogel
injetavel a base de condroitina sulfato e alginato de sédio, com curcumina imobilizada
e produzido pelo método de fundicdo de solvente, foi capaz de potencializar a
reepitelizacdo e aumentar a angiogénese e a deposicdo de colageno no
microambiente da ferida de ratos (Shah et al., 2021). Observagdes celulares em HE
demonstraram um alto numero de células inflamatodrias e fibroblasticas na camada

superior da derme dos animais tratados com o hidrogel até o 5° dia de experimento.
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Com 15 dias, um tecido de granulagdo extenso, maduro e espesso confirmou o
direcionamento para uma reepitelizacdo completa. A coloragdo com TM também
mostrou deposi¢ao de colageno proximo ao 21° dia pos-operatorio; comparativamente
a pele normal, o colageno foi distribuido similarmente e confirma o aumento da
reepitelizacdo e regeneragcdo dérmica dos animais tratados com o hidrogel. Neste
trabalho, a formulagdo natural, sustentavel e biodegradavel do gel a base da
galactomanana da C. grandis, em associagdo ou ndo a TFBM com comprovada
atividade anti-inflamatoria, confirma o potencial biotecnolégico do polissacarideo e
sugere que o efeito sinérgico positivo ocasionado pelo sistema GLG representa uma

alternativa eficaz e promissora no tratamento de queimaduras de segundo grau.

GC GG GL GLG

14 dias

21 dias

Fig. 7. Observagdes celulares coradas com TM das feridas induzidas por
queimadura para os grupos controle (GC), gel de galactomanana (GG), tratado com
TFBM (GL) e tratado com TFBM associado ao gel de galactomanana (GLG),
respectivamente, com 3 (A, B, Ce D), 14 (E,F, Ge H) e 21 (I, J, K e L) dias de
experimento. Barras de escala: 5 ym.
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Conclusao

Considerando as observagdes macroscopicas € microscopicas apresentadas
no presente trabalho, €& possivel concluir que os tratamentos isolados (gel ou
laser/TFBM) efetivamente aceleraram a cicatrizagado de queimaduras em ratos Wistar;
contudo, quando em associagao (TFBM+gel), o sistema promoveu reepitelizagdo e
remodelagdo estromal com melhor evolugado de recuperacdo do epitélio devido ao
efeito sinérgico positivo, garantindo, assim, a formagdo de um tecido cutaneo de
qualidade, despontando como uma ferramenta inovadora na reparacdo de
queimaduras. Além disso, as analises de viabilidade celular, atividade hemolitica e
cicatrizagdo in vitro demonstraram que a galactomanana extraida das sementes de C.
grandis € biocompativel, atoxica e eficiente no reparo de lesdes celulares, confirmando
o potencial promissor da galactomanana como alternativa terapéutica, natural e
sustentavel para a industria da saude, em especial como um gel topico cicatrizante,

isolado ou em associagdo com outros agentes cicatrizantes.
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ABSTRACT

Biotechnology associated with medical technology has allowed biodegradable synthetic
polymers to have versatile and diversified biomedical applications due to interesting properties
such as good cell adhesion, in vivo proliferation, and degradation without harmful effects to the
human body. Thus, they are suitable for a variety of applications, especially those related to
therapeutics or pharmaceutics, for example, tissue engineering and drug delivery. This work
aimed to revise the broad applications of the term biodegradation in different areas of science.
We focused on the most recent biomedical applications of biodegradable synthetic polymers,
revising the characteristics which have contributed to solving health-related problems. Actual,
efficient, and consistent results have been introduced in the market as a result of the growing
search for new technologies. They have been applied both at macro and nanometer scales, in
isolated and conjugated forms, or even as encapsulating matrices. Biodegradable synthetic
polymers present longer degradation periods when compared to natural polymers, they stand
out in tissue engineering since they can be adjusted according to their composition, reaching
various degrees of selectivity for specific clinical applications.

Keywords: antimicrobial, drug delivery, healing.

RESUMO

A biotecnologia associada & tecnologia médica tem permitido que os polimeros sintéticos
biodegradaveis tenham aplicagoes biomédicas versiteis e diversificadas devido & propriedades
interessantes como boa adesdo celular, proliferagio in vivo, e degradagdo sem efeitos nocivos
20 corpo humano. Assim, eles sdo adequados para uma variedade de aplicagdes, especialmente
aquelas relacionadas a terapéutica ou farmacéutica, por exemplo, engenharia de tecidos e
entrega de drogas. Este trabalho teve como objetivo revisar as amplas aplicagdes do termo
biodegradagdo em diferentes dreas da ciéncia. Focamos nas mais recentes aplicagbes
biomédicas de polimeros sintéticos biodegradaveis, revisando as caracteristicas que tém
contribuido para a resolugdo de problemas relacionados com a saide. Resultados reais,
eficientes e consistentes foram introduzidos no mercado em decorréncia da crescente busca por
novas tecnologias. Eles tém sido aplicados tanto em escalas macro quanto nanométricas, de
forma isolada e conjugada, ou mesmo como matrizes encapsulantes. Polimeros sintéticos
biodegradaveis tém apresentado perfodos de degradagdo mais longos quando comparados aos
polimeros naturais, eles se destacam na engenharia de tecidos, pois podem ser ajustados de
acordo com sua composi¢do, atingindo vdrios graus de seletividade para aplicagdes clinicas
especificas.

Palavras-chave: antimicrobiano, entrega de drogas, cicatrizagio.

1 INTRODUCTION

Synthetic polymers, popularly known as plastics, are materials produced by man in a
laboratory or industrial scale, which emerged with reference to the composition of natural
polymers. They are obtained by the addition of monomers to one another, the condensation of
functional groups to form a second small molecule, or rearrangements between monomers;
when formed by mixtures of two or more types of monomers, they are named copolymers. The

emergence of these man-made polymers, whose monomers, in general, are extracted from
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petroleum or its residues, had its importance recognized in several technological applications,
such as health, textiles, electronic, and utensils; however, due to its large-scale production, the
generation of high amounts of plastic waste increased environmental pollution. In the last
decades, the global awareness of the society by minimizing this pollution encouraged the
development of bio-based polymers, i.e.. polymers with the extremely important characteristic
of biodegradation.

As it is popularly known, the term biodegradable refers to naturally degradable
materials, where degradation results mainly from the action of microorganisms, such as fungi,
bacteria (with or without oxygen) and algae, generating CO2, CH4, cellular components, and
other products; however, the term biodegradation has not been applied consistently in different
areas of science. For example, for environmentally degradable plastics, the term biodegradation
can be associated to fragmentation, loss of mechanical properties, or sometimes associated with
the degradation by living organisms. For medical tools, such as sutures, implants, and drug
carriers in drug delivery systems, the term biodegradation is used to indicate degradation into
macromolecules that stay into the body, but migrate or hydrolysis into low molecular weight
(MW) molecules. Polyethylene prostheses used in joints are those example of low MW
molecules that are excreted from the body (bioresorption) or dissolved without molecular
weight modification (bioabsorption) [1].

In summary, biodegradable polymers can be degraded into the human body and their
products remain in living tissues for a long time. When called bioabsorbable polymers, the
products of degradation are non-toxic and can be metabolized or eliminated from the body. At
this point, it is possible to observe that the term biodegradable has been used interchangeably
with other terms, including absorbable, resorbable, and bioabsorbable [2]. Also, biodegradation
has been replaced by the terms bioresorption or bioabsorption [3].

Considering the above, there is no single ideal method to determine the biodegradation
of polymeric materials, since the degradation process of a material is not determined only by
its chemical composition and the corresponding physical properties; also, the degradation
environment in which the matenal is exposed affects the rate and degree of biodegradation [1].

Focusing on the already mentioned bio-based polymers, these biodegradable materials
obtained from renewable sources have a minimal impact on the environment when compared
to those obtained by chemical synthesis methods. As a result of this new class of bio-based
synthetic polymers, the most widely used in the biomedical field is the polylactic acid (PLA),
a polyester obtained by the polymerization of lactic acid (LA) monomers whose isolation occurs

from renewable natural sources through bacterial fermentation. Due to its chirality, LA exists
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as two stereoisomers, L- and D-lactic acid, resulting in the formation of poly-D-lactic acid
(PDLA) and poly L-lactic acid (PLLA).

Biodegradable synthetic polymers have been constantly evaluated due to their high
biocompatibility, as well as bioactive properties such as antimicrobial activity,
immunomodulatory activity, high cell proliferation capacity, and angiogenesis. Considering the
harsh environment of the human body, these polymers must achieve basic criteria
(biocompatibility, non-toxicity or mutagenicity) and exhibit chemical resistance [4]. Another
important property is the ability to be spun into fibers, through electrospinning, mimicking the
extracellular matrix, thus allowing their use in different biomedical applications [5]. The
example of implants explains the main reason for using biodegradable synthetic polymers in
this field: their excellent elasticity, chemical stability, and, in most cases, low or non-toxicity.

Various medical devices, mainly polyester-based ones, are commercially available, and
new models are introduced into the market each year. Their mechanical performance and the
wide range of degradation properties allow several degrees of selectivity for specific clinical
applications of these polymers. In tissue engineering, for example, biodegradable synthetic
polymers are the most used for the construction of scaffolds as they degrade slowly and the
process could be adjusted according to the material composition [6]. Some examples of

biodegradable synthetic polymers applied in biomedical field are shown in Table 1.

Tablel, Some biodegradable synthetic polymers used in biomedical applications.

Polvmer Applications References
Polyglycolic acid (PGA) Tissue engincenng 7
Polylactic acid (PLA) Tissuc engineering; Healing; [8-10]
Antimicrobial
Poly (L-lactic acid) (PLLA) Tissue engincering [11]
Poly (D, L-lactic acid) Drug delivery [12]
(PDLLA)
Poly (lactic-co-glycolic acid) Tissue engineering; Antimicrobial [13.14]
(PLGA)
Polyesteramide (PEA) Tissue engincering; Drug delivery [15,16]
Polycaprolactone (PCL) Tissue engineering; Healing; Antimicrobial; [17-20]
Drug delivery
Poly (glycerol schacate) Tissue engineering; Healing; Antimicrobial; [21-23]
(PGS) Drug delivery
Polyurethane Tissue engineering; Drug delivery; [24-26)
(PU) Antimicrobial
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Polybutylene succinate (PBS) Tissue engincening [27]

One of the first biodegradable synthetic polymers studied in biomedical applications
was polyglycolic acid (PGA); however, its intrinsic characteristics, such as high hydrophilicity,
fast degradation, insolubility in most organic solvents, and fragility have hampered its practical
use. Thus, PGA has been used mainly in the form of copolymers [28, 29]. Some studies have
reported that the rapid degradation of PGA decreases its mechanical strength and increases
glycolic acid levels; this acidic environment has also been associated with an exacerbation of
the inflammatory response [30, 31].

In turn, PLA is a very promising biodegradable synthetic polymer. Regarding its
synthesis, a multi-step fermentation process starts with the biosynthesis of lactic acid, which is
then converted to cyclic lactide and then polymerized by a metal catalyst. As it is produced
from renewable and non-toxic raw materials, PLA has emerged as an important polymeric
material for biomedical applications due to its biocompatibility, biodegradability, mechanical
strength, and easy processing. However, characteristics including low degradation rate,
hydrophobicity, and low mechanical strength can impact and limit its use [32, 33]). PLA is
presented in the following forms: poly (L-lactic acid) (PLLA), poly (D-lactic acid) (PDLA),
poly (D, L-lactic acid) (PDLLA), and meso-poly (lactic acid) (PMLA); however, only PLLA
and PDLLA have shown promising potential in biomedical applications [28].

PLLA is obtained from the methylation of PLA, which increases its hydrophobicity and
also its stability against hydrolysis (even more than PGA). In view of this higher degradation
rate, some studies are developed with the aim to modify this property, mixing or copolymerizing
PLLA with other biodegradable polymers [28]. PDLLA is a racemic mixture of PLLA and
PDLA, with a shorter degradation rate than PLLA and also associated with other biodegradable
polymers to create copolymers; these mixtures form new matenals with enhanced, more
suitable properties for use in the biomedical field [28, 34].

Poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), derived from the copolymerization of PLA and
PGA, has controllable properties, well-defined formulation techniques (also easily replicated)
and excellent biocompatibility and biodegradability; thus, it is considered the biodegradable
synthetic polymer most researched for therapeutic applications. PLGA is being widely used in
tissue engineering since it has demonstrated excellent cell adhesion and proliferation properties.

Due to its rapid degradation when compared to other polyesters, PLGA has been applied in the
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controlled distribution of drugs: depending on the composition of this copolymer, the release
rate of the drug in the body may be then altered [32, 35].

Polyesteramides (PEAs) are polymers with ester-type and amide-type bonds in their
main chain and thus combine the degradability of polyesters and the mechanical properties of
polyamides. In view of this conformation, PEAs present susceptibility to enzymatic degradation
by lipases; however, the increase in the number of amide groups decreases this characteristic.
The extent of biodegradation appears to be dependent on the density and distribution of the
polymer’s hydrogen bonds, i.e., the length of the amide blocks present in copolyesteramides
[36). Thus, many studies have been focusing on polyesteramides, the obtainment of
biodegradable plastics with improved properties (favorable to biodegradability), and potential
biomedical applications.

Polycaprolactone (PCL) is a biodegradable, biocompatible polymer that has high
elasticity and tensile strength. The slow rate of biodegradation of PCL produces fibers with
excellent applicability in the area of tissue and artificial skin regeneration, in addition to
application in other fields, for example in delivery systems [37].

Poly(glycerol sebacate) (PGS) is an elastomer polymer obtained from a simple
polycondensation of glycerol and sebacic acid with important characteristics such as
biocompatibility, biodegradability, and low inflammatory response when compared to other
synthetic polymers; also, PGS has properties similar to collagen and elastin, which allowed its
use for biomedical applications by the Food and Drug Administration (FDA) [38]. PGS
properties can be modulated according to the parameters used during polymerization; for
example, a fraction of glycerol can be lost with the process, thus causing significant changes in
its properties [39]. For the processing of PGS, the presence of a carrier polymer is necessary,
such as PCL, which is easily electrospun and able to produce uniform fibrous structures. The
combination of PCL and PGS increases the viscosity of the mixture, the efficiency of the
electrospinning process [40], and the adjustment of the degradation rate (by combining the
concentration of each polymer in the proportion of the mixture) [39].

Polyurethanes (PUs) have been used in biomedical applications for decades due to its
broad spectrum of physicochemical, mechanical, and structural properties. The development of
new biologically based macromolecular architectures has allowed the development of PU
structures for several suitable biomedical devices, such as for adhesion, proliferation, and
differentiation of many cell types [41].

Polybutylene succinate (PBS) has been widely explored as a biodegradable packaging

material since the 1990s; however, it has gained special attention recently, when the
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regenerative medicine area discovered its many favorable properties. PBS has excellent
mechanical and thermal properties, good processability, and low cost, which has highlighted
PBS as an attractive material for various purposes, especially as a promising scaffolding

material in bone tissue engineering applications [27].

1.1 APPLICATIONS OF BIODEGRADABLE SYNTHETIC POLYMERS IN THE HEALTH
AREA

In this section, recent successful works with different objectives in the health area as
healing, biomechanics, antimicrobial and drug delivery (Figure 1) are being presented.

Fig 1: Health applications of biodegradable synthetic polymers.
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1.1.1 Healing activity

A wound results in any tissue injury with disruption of anatomical integrity and
functional loss, i.e., an interruption in the continuity of a body tissue. The wound healing
process is a physiological reaction that begins after the injury and extends weeks or years to be
completed, depending on the severity of the injury and various biological factors. This process
involves an interaction between diverse molecular, humoral, and cellular mechanisms,
occurring in three overlapping stages known as inflammatory, proliferative, and remodeling

phases [42,43]. The use of biodegradable polymers has been described as a promising
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alternative for wound treatments. In Figure 2, it is possible to compare the effects of using
biodegradable polymers on the healing process of topical wounds produced in male rats.

The growing dependence of the society for modern and efficient biomaterials, in this
case those able to accelerate the healing process, encouraged the development of a large number
of recent, successful studies, for example: PLA membrane by electrospinning, isolated or
associated with the S. dendrodeum extract, favored the healing process of second-degree burns
in Wistar rats, with an increase in fibroblasts, collagen fibers, and blood vessels [44].
Nanoporous membrane of electrospun PLA incorporated with nanoparticles of niobium
pentoxide (Nb205) showed biocompatible properties with adequate porosity, in addition to
facilitated properties of cell fixation and proliferation by allowing the diffusion of oxygen and
nutrients. The system was considered a potential candidate for drug application and dressings
[45]. L-arginine-modified PGS films showed a low water vapor transmission rate and
antimicrobial effect, being reported as a new dressing for the treatment of dermal wounds [46].

Fig 2: Comparative diagram between the wound healing phases (3, 7 and 14 days) with the respective images of
skin lesions in rats without and with treatment with polymeric formulation, which were photographed to a
constant distance at the indicated times.
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1.1.2 Structural biomechanics
One of the most critical challenges for regenerative medicine is the in vitro recreation

of a similar structure to cartilaginous tissue; the absence of fast and economical techniques for
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the construction of 3D fibrous scaffolds, with precise anisotropic properties, encouraged the
development of composite materials suitable for these applications. Thus, the use of new
biomaterials in tissue engineering aims to regenerate and restore damaged human organs and
tissues by using biocompatible supports that can mimic native tissues.

Currently, the use of biodegradable and biocompatible synthetic polymers has been
widely explored for applications in the area of prostheses. Its clinical application is widely used
as polymeric membranes, as they present different levels of flexibility, which is an essential
characteristic for cutaneous implantation.

According to the characteristics of different tissues, PCL can be modified by changing
its functional groups or combining its monomers with other materials in order to improve the
physicochemical, mechanical, and biological properties of the polymer, allowing the scaffolds
to achieve the requirements of different engineering and regenerative medicine tools [47]. For
example, PCL microspheres suspended in a carboxymethylcellulose gel, after injection at the
site of action, acted as a collagen stimulator with an immediate volumizing effect, contributing
to the creation of a unique 3D structure, demonstrating potential for aesthetic applications [48].
Also, multifunctional PCL/silver nanoparticles (NP) scaffolds also showed cytocompatibility
and interconnected porous structure with well-defined mechanical and antibacterial properties,
with potential use in bone tissue engineering (49].

Wounds and implanted tissues are commonly harmed by circulatory problems and
insufficient angiogenesis. Oxygen release scaffolds composed of PGS/PCL/NP of calcium
peroxide were developed and characterized with the aim to solve this oxygen supply deficiency
in patient-derived bone-marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs. The results
revealed a significant improvement of cellular metabolic activity due to alleviation of hypoxic
environment around primary BM-MSCs in addition to inhibiting the growth of bacterial
pathogens associated with surgical infections. The results pointed out these scaffolds as
potential tools for diverse applications in tissue engineering, especially in ischemic conditions
and wound-healing [38]. Scaffolds obtained by the electrospinning of polyglycolic acid (PGA)
seeded with human dermal fibroblasts showed versatile properties when exposed to mechanical
circumferential stretching; when combined with a biomimetic culture system, the scaffolds
were also suggested as efficient tools for vascular graft applications [50].

According to Zeng et al. [51], hybrid silk-based scaffolds reinforced with porous PLLA
microspheres with a multi-hierarchical porous structure showed good performance in
promoting chondrogenesis for auricular cartilage regeneration, being considered promising in

areas related to plastic surgery. In turn, PLLA membranes obtained by the modified diffusion-
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induced phase separation method, which controls the surface morphology and membrane
permeability, responded to the pro-inflammatory stimulus, showing a promising potential for
application in lung tissue engineering [52]. Regarding the results obtained by Babilotte et al.
[53], porous 3D scaffolds obtained by mixing medical grade PLGA copolymer with
hydroxyapatite NP showed biocompatibility, limited inflammatory reaction, and relevant

response for bone tissue engineering applications.

1.1.3 Antimicrobial activity

PLA-based antimicrobial materials have received considerable attention as promising
systems to control microbial growth [54]. For example, PLA-based functional films containing
curcumin exhibited excellent UV barrier properties, antioxidant activity, and discrete
antibacterial activity, being suggested as active food packaging [55]. It is possible to consider
that the development of materials based on PLA, with antimicrobial agents incorporated,
depicts new perspectives to the food industry with the emergence of the next generation of
ecological packaging materials that prolong the shelf life of food, thus ensuring consumer
health. Additionally, PLA-based antimicrobial systems can also be used in drug delivery
systems or other biomedical applications due to properties associated with dose-dependent side
effects and reduction of antimicrobial resistance phenomena [54].

PLGA/TIO2 scaffolds showed a high antibacterial effect (100%) against E. coli strains
|56]. Linezolid-loaded PLGA fiber mats also demonstrated antibacterial activity, in this case
against methicillin-resistant S. aureus, when a 37-fold lower dose of the antibiotic was
evaluated in infected rats with prosthetic implant after bone fracture [57].

PCL fibers containing copper oxide NP, which are simple and inexpensive to prepare,
were shown to be suitable as an antifungal dressing [58]. PCL nanofibers with adsorbed
resveratrol nanocrystals also showed effective antimicrobial activity against Propionibacterium

acnes, thus suggesting its advantage in the preparation of dermal patches [59].

1.1.4 Drug delivery

Smart drug delivery systems have promising potential for clinical applications and
provide well-controlled designs for combination tissue engineering and pharmaceuticals. For
example, MPEG/PCL microspheres loaded with bone morphogenetic protein-2 showed high
biocompatibility, strongly induced osteogenesis, and sustained drug release (with statistical
activity) in vivo, demonstrating beneficial therapeutic effects for treated patients [60). PDLLA-
PEG-PDLLA-based hydrogel containing different drugs (bevacizumab — antiangiogenic - and
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doxorubicin -anticancer) proved to be efficient in tumor suppression for up to 36 days without
damage to vital organs, demonstrating to be a promising efficient strategy for a local and
sustained chemotherapy [61].

Another successful drug delivery system for cancer treatment was developed with
thermosensitive PLGA -~ PEG - PLGA hydrogels containing corilagin and chitosan [62];
furthermore, photothermally driven biodegradable nanomotors based on PEG-PDLLA coated
with gold were able to penetrate tumor tissues, allowing the active transport of molecules or
macromolecules, either by encapsulation or co-delivery, that is, offering opportunities for their

application in tissue penetration and drug delivery [34).

2 CONCLUSION

Biodegradable synthetic polymers have contributed immensely to solving health-related
problems in recent years. Actual, efficient, and consistent results have been introduced in the
market as a result of the growing search for new technologies. They have been applied both at
macro and nanometer scales, in isolated and conjugated forms, or even as encapsulating
matrices. Also, as they present longer degradation periods when compared to natural polymers,
they stand out in tissue engineering since they can be adjusted according to their composition,

reaching various degrees of selectivity for specific clinical applications.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors are grateful to Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq), the Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pesscal de Nivel Superior (CAPES/PDEE-
Brazil) and the Fundag¢do de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco
(FACEPE, Brazil) by granting of scholarships.

Brazilian Journal of Health Review. Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644. nov./dec.. 2022

88



Brazillan Journol of Health Review
ISSN; 2595-6825 |

89

24639

REFERENCES

[1] Van der Zee, M. Analytical Methods for Monitoring Biodegradation Processes of
Environmentally Degradable Polymers, first ed., in: Handbook of Biodegradable Polymers:
Synthesis, Charactenization and Applications, 2011, 263-281.
https://doi.org/10.1002/9783527635818.chl1.

[2] Hayashi, T. Biodegradable Polymers for Biomedical uses. Prog. Polym. Sci, 1994, 19, 663-
702. https://doi.org/10.1016/0079-6700(94)90030-2.

[3] Borhani, S.; Hassanajili, S.; Tafti S.; Rabbani, S. H. A. Cardiovascular stents: overview,
evolution, and next generation. Prog. Biomater, 2018, 7(3), 175-205.
https://dot.org/10.1007/540204-018-0097-y.

[4] Cvréek, L.; Hordkova, M. Plasma Modified Polymeric Materials for Implant Applications,
in: Non-Thermal Plasma Technology for Polymeric Materials. 2019, 367-407.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813152-7.00016-0.

[53] Azimi, B.; Maleki, H.; Zavagna, L.; De la Ossa, J. G.; Linari, S.; Lazzen, A.; Danti, S. Bio-
based electrospun fibers for wound healing. J. Funct. Biomater, 2020, 11(3), 67.
https://doi.org/10.3390/jfb11030067.

[6] Toong, D. W. Y.; Toh, H. W.; Ng, J. C. K.; Wong, P. E. H.; Leo, H. L.; Venkatraman, S.;
Huang. Y. Bioresorbable Polymeric Scaffold in Cardiovascular Applications.
Int. J. Mol. Sci, 2020, 21(10), 3444. hitps.//doi.org’. ij !

[7] Y1, S.: Xu, L;; Gu, X. Scaffolds for peripheral nerve repair and reconstruction. Exp. Neurol,
2019, 319, 112761. https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2018.05.016.

[8] Ilhan, E_; Ulag, S.; Sahin, A_; Yilmaz, B. K.; Ekren, N.; Kilic, O.: Gunduz, O. Fabrication
of tissue-engineered tympanic membrane patches using 3D-Printing technology. J. Mech.
Behav. Biomed. Mater, 2021, 114, 104-219. https:/dot.org/ 10.1016/}.jmbbm.2020.104219.

[9] Singhvi, M. S.; Singhvi, S. S.; Zinjarde, D. V.; Gokhale. Poly-Lactic acid: synthesis and
biomedical  applications. J.  Appl.  Microbiol, 2019. 127(6), 1612-1626.
https://doi.org/10.1111/jam. 14290.

[10] Aynali, F.; Balci, H.; Doganci, E.; Bulus, E. Production and characterization of non-
leaching antimicrobial and hydrophilic polycaprolactone based nanofiber mats. Eur. Polym. J,
2021, 149, 110-368. https://dor.org/10.1016/}.eurpolymj.2021.110368.

[11] Huang, Q.; Liu, Y.: Ouyang, Z.; Feng. Q. Comparing the regeneration potential between
PLLA/Aragonite and PLLA/Vaterite pearl composite scaffolds in rabbit radius segmental bone
defects, Bioact. Mater, 2020, 5(4), 980-989. https://doi.org/ 10.1016/ j.bicactmat.2020.06.018.

[12] Shi, K.; Wang, Y. L.; Qu, Y.; Liao, J. F.; Chu, B. Y.; Zhang, H. P.; Qian, Z. Y. Synthesis,
characterization, and application of reversible PDLLA-PEG-PDLLA copolymer thermogels in
vitro and in vivo. Sci. Rep, 2016, 6, 19077. https://doi.org/10.1038/srep19077.

Brazilian Journal of Health Review. Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644. nov./dec.. 2022



90

Brazilian Journal of Health Review
15SN; 2595-6825

24640

[13] Diaz-Gomez, L.; Elizondo, M. E.; Koons, G. L.; Diba, M.; Chim, L. K.; Cosgriff-
Hemandez, E.; Mikos, A. G. Fiber engraving for bioink bioprinting within 3D printed tissue
engineering  scaffolds. Bioprinting, 2020, 18, e00076. https://doi.org/10.1016/
J.bprint.2020.e00076.

[14] Zhang, H.; Jiao, J.; Jin, H. Degradable poly-L-lysine-modified PLGA cell microcarriers
with excellent antibacterial and osteogenic activity. Artif. Cells Nanomed. Biotechnol, 2019,
47(1), 2391-2404. https://doi.org/10.1080/21691401.2019.1623230.

[15] Fu, T. S.; Wei, Y. H.; Cheng, P. Y.; Chu, I.; Chen, W. C. A novel biodegradable and
thermosensitive poly (ester-amide) hydrogel for cartilage tissue engineering. Biomed Res. Int,

2018, 2710892, https://doi.org/10.1155/2018/2710892.

[16] Rudnik-Jansen, ; Tellegen, A.; Beukers, M.; Oner, F.; Woike, N.; Mihov, G.; Creemers
L. Safety of intradiscal delivery of triamcinolone acetonide by a poly (esteramide) microsphere
platform in a large animal mode! of intervertebral disc degeneration. Spine J., 2019, 19(5)905-

919 https://doi.org/10.1016/j.spinee.2018.10.014.

[17] Dou, J.; Wang, Y.; Jin, X.; Li, P.; Wang, L.; Yuan, 1.; Shen, J. PCL/sulfonated keratin mats
for vascular tissue engineering scaffold with potential of catalytic nitric oxide generation,
Mater.Sci.Eng.C, 2020, 107110246. https://doi.org/ 10.1016/ j.msec.2019.110246.

[18] Bhattacharya, S.; Hailstone, R.; Lewis, C. L. Thermoplastic Blend Exhibiting Shape
Memory-Assisted Self-Heallng Functxonahty ACS Appl Mater. Interfaces, 2020, 12(41),
46733-46742. https://doi

[19] Le Low, J.; Kao, P. H. N.: Tambyah, P. A;; Koh, G. L. E.; Kline, H.; Ling,l( A.; Leong
S.S. L Development ofa polymer-based antlmlcroblal coating for efﬁcacnous urinary catheter

protection. Biotechnology Notes, 2021, 2, 1-10. hitps://dol.org/10.1016/1.biotno.2020.12.001.

[20] Zamani, M., Rostamizadeh, K.; Manjili, H. K.; Danafar, H. In vitro and in vivo
biocompatibility smdy of folate-lysme-PEG -PCL as nanocarrier for targeted breast cancer drug

delivery. Eur. Polym. J, 2018, 103, 260-279. https://doL.org/10.1016/L.eurpolym;j.2018.04.020.

[21] Risley, B. B.; Ding, X.; Chen, Y_; Miller, P. G.; Wang, Y. Citrate crosslinked poly (glycerol
sebacate) with tunable elastomeric properties. Macromol. Biosci, 2021, 21(2), 2000301.
https://doi.org/10.1002/mabi.202000301.

[22] Zhao, X.; Wu, H.; Guo, B.; Dong, R.; Qiu, Y.; Ma, P. X. Antibacterial anti-oxidant
electroactive injectable hydrogel as self-healing wound dressing with hemostasis and
adhesiveness for cutaneous wound healing. Biomaterials, 2017, 122, 34-47.

[23] Chegini S. P.; Varshosaz, J.; Sadeghi, H. M.; Dehgani, A.; Minayian, M. Poly (glycerol
sebacate) nanopamcles for ocular delivery of sunmnlb physicochemical, cytotoxic and allergic

studies. IET nanobiotechnology, 2019, 13(9), 974-982. htips://doi.org/10.1049/jet-
nbt.2019.0002.

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644, nov./dec.. 2022



Brazillan Journol of Health Review
ISSN; 2595-6825 |

91

24641

[24] Yeoh, F. H.; Lee, C. S; Kang, Y. B.; Wong, S. F.; Cheng, S. F.; Ng. W.S. Production of
Biodegradable Palm Oil-Based Polyurethane as Potential Biomaterial for Biomedical

Applications. Polymers, 2020, 12(8), 1842. hitps://doi.org/10.3390/polym12081842.

[25] lyer, R.; Nguyen, T.; Padanilam, D.; Xu, C.; Saha, D.; Nguyen, K. T.; Hong, Y.
Glutathione-responsive biodegradable polyurethane nanoparticles for lung cancer treatment. J.
Control. Release, 2020, 321, 363-371. https://doi.org/ 10.1016/ j.jconrel.2020.02.021.

[26] Wang, C.; Yi, Z.; Sheng, Y.; Tian, L_; Qin, L.; Ngai, T.; Lin, W. Development of a novel
biodegradable and anti-bacterial polyurethane coating for biomedical magnesium rods. Mater.

Sci. Eng. C, 2019, 99, 344-356. hitps://doi.org/10,1016/1.msec.2019.01.119.

[27] Ojansivu, M.; Johansson, L.; Vanhatupa, S.; Tamminen, L.; Hannula, M.; Hyttinen, J.;
Miettinen, S. Knitted 3D scaffolds of polybutylene succinate support human mesenchymal stem
cell growth and osteogenesis. Stem Cells Int., 2018, 5928935,

[28] Ulery, B. D.; Nair, L. S.; Laurencin, C. T. Biomedical applications of biodegradable
polymers. J. Polym. Sci. B Polym. Phy, 2011, 49(12), 832-864.

hitps://doi.org/10.1002/polb.22259.

[29] Samantaray, P. K.; Little, A.; Haddleton, D.M.; McNally, T.; Tan, B.; Sun, Z.; Wan, C.

Poly(glycolic acidfPGA): a versatile building block expanding high performance and

sustainable bioplastic  applications. Green Chem., 2020, 22(13), 4055-4081.
/DOGCO1394C.

hitps://doi.org/10.1039

[30] Farah, S.; Anderson, D.G.; Langer, R. Physical and mechanical properties of PLA, and
their functions in widespread applications—A comprehensive review. Adv. Drug Deliv. Rev.,

2016, 107(15), 367-392. https://doi.org/10.1016/j.2ddr.2016.06.012.

[31] Ammentano, L; Gigli, M.; Morena, F.; Argentati, C.; Torre, L.; Martino, S. Recent advances
in nanocomposites based on aliphatic polyesters: design, synthesis, and applications in
regenerative medicine. Appl. Set., 2018, 8(9) (2018) 1452,
hitps://doi.org/10.3390/app8091452.

[32] Laubach, J.; Joseph, M.; Brenza, T.; Gadhamshetty, V.; Sani, R.K. Exopolysaccharide and
biopolymer-derived films as tools for transdermal drug delivery, J. Control. Release, 2021, 329,

971-987. https://doi.org/10,1016/j.jconrel.2020.10.027.

[33] Singha, S. & Hedengvist, M. S. A Review on Barrier Properties of Poly (Lactic Acid)/Clay
Nanocomposites, Polymers, 2020, 12(5) 1095, https://doi.org/ 10.3390/polym12051095.

[34] Shao, J.; Cao, S.; Williams, D.S.; Abdelmohsen, L.K.; Van Hest, J.C. Photoactivated
polymersome nanomotors: traversing biological barriers, Angew. Chem. Int. Ed., 2020, 59(39),
16918-16925. https://doi.org/10.1002/anie.202003748.

[35] Zare, E.N.; Jamaledin, R.; Naserzadeh, P.; Afjeh-Dana, E.; Ashtari, B.; Hosseinzadeh, M.;
Makvandi, P. Metal-Based nanostructures’/PLGA nanocomposites: antimicrobial activity,
cytotoxicity, and their biomedical applications, ACS Appl. Mater. Interfaces, 2020, 12(3),
3279-3300. https://doi.org/10.1021/acsami.9b19435.

Brazilian Journal of Health Review. Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644, nov./dec.. 2022



Brazilian Journol of Health Review
IS5N; 2595-6825 |

24642

[36] Nilawar, S.; Dasgupta, Q.; Madras, G.; Chatterjee, K. Degradable poly(ester amide)s from
olive oil for biomedical applications, Emerg. Mater.,, 2019, 2, 153-168.

[37] Pinho, A.C_; Fonseca, A.C.; Caseiro, A.R.; Pedrosa, S.S.; Amorim, L.; Branquinho, M.V .;
Coelho, J.FJ. Innovative taillor made dextran based membranes with excellent non-
inflammatory response: In vivo assessment, Mater. Sci. Eng., 2020, 107, 110243.

hitps://doi.org/10.1016/j.msec.2019.110243.

[38] Abudula, T.; Gauthaman, K.; Hammad, A.H.; Joshi Navare, K.; Alshahrie, A.A.;
Bencherif, S.A.; Memic, A. Oxygen-releasing antibacterial nanofibrous scaffolds for tissue
engineering applications, Polymers, 2020, 12(6), 1233.
hetps://doi.org/10.3390/polym12061233.

[39] Perin, G.B. & Felisberti, M.I. Enzymatic synthesis of poly(glycerol sebacate): kinetics,
chain growth, and branching behavior, Macromolecules, 2020, S53(18), 7925-7935.
hetps://doi.org/10.1021/acs.macromol.0c01709.

[40] Abudula, T.; Gzara, L.; Simonetti, G.; Alshahrie, A.; Salah, N.; Morganti, P.; Memic, A.
The effect of poly (glycerol sebacate) incorporation within hybrid chitin-lignin sol-gel
nanofibrous scaffolds, Materials, 2018, 11(3), 451. https://doi.org/10.3390/mal 1030451.

[41] Wendels, S. & Avérous, L. Biobased polyurethanes for biomedical applications, Bioact.
Mater., 2021, 6(4), 1083-1106. hitps://doi.org/10.1016/1.bioactmat.2020,10.002.

[42] Ozgok, K.M.K. & Regan, J.P. Wound Healing. [Updated 2022 May &]. In: StatPearls
[Internet). Treasure Island (FL): StatPearls Publishing, 2022 Jan.

https://www.ncbi.nlm.nih gov/books/NBKS535406.

[43] Wallace, H.A.; Basehore, BM.; Zito, P.M. Wound Healing Phases. [Updated 2021 nov
15]. In: StatPearls [Intenet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022 Jan.
hutps://www.ncbi.nlm.nih. gov/books/NBK470443.

[44] Binotto, J.P.; Mendes, L.G.; Gaspi, F.0.D.G.; Esquisatto, M.A.M.; Andrade, TAM.D.;
Mendonga, F.A.S.; Santos, G.M.T. Poly (Lactic Acid) membrane and Sedum dendroideum
extract favors the repair of burns in rats, Acta Cir. Bras.,, 2020, 35(3), €202000302.
https://doi.org/10.1590/s0102-865020200030000002.

[45] Marins, N.H.; Silva, R M.; Ferrua, C.P.; Lukowiec, D.; Barbosa, A.M.; Ribeiro, 1.S;
Carrefio, N.L. Fabrication of electrospun poly (lactic acid) nanoporous membrane loaded with
niobium pentoxide nanoparticles as a potential scaffold for biomaterial applications, J. Biomed.
Mater. Res. Part B Appl Biomater., 2020, 108(4), 1559-1567.
hitps://doi.org/10.1002/jbm,b.34503.

[46] Wang, C.C.; Shih, T.Y.; Hsieh, Y.T.: Huang, J.L.; Wang, J. I-Arginine grafted poly
(glycerol sebacate) materials: an antimicrobial material for wound dressing, Polymers, 2020,

12(7), 1457. https://doi.org/10.3390/polym12071457.

[47] Zhang, W.; Weng, T.; Li, Q.; Jin, R.; You, C.; Wu, P.; Wang, X. Applications of poly
(caprolactone)-based nanofibre electrospun scaffolds in tissue engineering and regenerative

Brazilian Journal of Health Review. Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644, nov./dec., 2022

92



Brazillan Journol of Health Review
ISSN; 2595-5825

93

24643

medicine, Curr Stem Cell Res Ther., 2021, 16(4), 414.442.
https://doi.org/10.2174/1574888X15666201014145703.

[48] Christen, M.O. & Vercesi, F. Polycaprolactone: How a well-known and futuristic polymer
has become an innovative collagen-stimulator in esthetics, Clin, Cosmet. Investig. Dermatol.,

2020, 13, 31-48. https://doi.org/10.2147/CCID.S229054.

[49] Radhakrishnan, S.; Nagarajan, S.; Belaid, H.; Farha, C.; latsunskyi, L.; Coy, E.; Bechelany,
M. Fabrication of 3D printed antimicrobial polycaprolactone scaffolds for tissue engineering
applications, Mater. Sci. Eng. [ o 2021, 118, 111525.

https://doi.org/10.1016/f.msec.2020.111525.

[50] Hodge, J. & Quint, C. Tissue engineered vessel from a biodegradable electrospun scaffold
stimulated with mechanical stretch Biomed. Mater.,, 2020, 15(5), 055006.
https://doi.org/10.1088/1748-605X/ab8e9.

[51] Zeng, Y.; Li, X.; Liu, X.: Yang, Y.; Zhou, Z.; Fan, J; Jiang, H. PLLA Porous microsphere-
reinforced silk-based scaffolds for auricular cartilage regeneration, ACS Omega., 2021, 6(4)
3372-3383. hitps://doi.org/10.102 1/acsomega.0c05890.

[52] Montesanto, S.; Smithers, N.P.; Bucchieri, F.; Brucato, V.; La Carrubba, V.; Davies, D.E;
Conforti, F. Establishment of a pulmonary epithelial barrier on biodegradable poly-L-lactic-
acid membranes, PloS one., 2019, 14(1) e0210830. https://doi.org/
10.1371/journal.pone.0210830.

[53] Babilotte, J.; Martin, B.; Guduric, V.; Bareille, R.; Agniel, R.; Roques, S.; Catros, S.
Development and characterization of a PLGA-HA composite material to fabricate 3D-printed
scaffolds for bone tissue engineering, Mater. Sci. Eng. C., 2021, 118, 111334

[54] Scaffaro, R.; Lopresti, F.; Marino, A.; Nostro, A. Antimicrobial additives for poly (lactic
acid) materials and their applications: current state and perspectives, Appl. Microbiol.

Biotechnol., 2018, 102(18), 7739-7756. https://doi.org/10,1007/500253-018-9220-1.

[55] Roy, S. & Rhim, J.W, Preparation of bioactive functional poly (lactic acid)/curcumin
composite film for food packaging application, Int. J. Biol. Macromol., 2020, 162, 1780-1789.
htips://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2020.08.094.

[56] Pelaseyed, S.S.; Hosseini, H.R.M.; Nokhbedehghan, Z.. Samadikuchaksaraei, A.
PLGA/TIO2 nanocomposite scaffolds for biomedical applications: fabrication, photocatalytic,
and antibacterial properties Biolmpacts: BIL, 2021, 11(1), 45-52.

[57] Boncu, T.E.; Guclu, A.U.; Catma, M.F.; Savaser, A.; Gokce, A.; Ozdemir, N. In vitro and
in vivo evaluation of linezolid loaded electrospun PLGA and PLGA/PCL fiber mats for
prophylaxis and treatment of MRSA induced prosthetic infections,

Int. J. Pharm., 2020, 573, 118758. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.118758.

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 5. n. 6. p. 24628-24644, nov./dec., 2022



Brazillan Journol of Health Review

ISSN: 2595-6825 |

24644

[58] Mufioz-Escobar, A. & Reyes-Lopez, S.Y. Antifungal susceptibility of Candida species to
copper oxide nanoparticles on polycaprolactone fibers (PCL-CuONPs), PloS one., 2020, 15(2),
€0228864. https://doi.org/10.1371/journal A

[59] Karakucuk, A. & Tort, S. Preparation, characterization and antimicrobial activity
evaluation of electrospun PCL nanofiber composites of resveratrol nanocrystals, Pharm. Dev.
Technol., 2020, 25(10), 1216-1225. https://doi.org/10.1080/ 10837450.2020.1805761.

[60] Kong, D.; Shi, Y.; Gao, Y.; Fu, M.; Kong, S.; Lin, G. Preparation of BMP-2 loaded MPEG-
PCL mlcrospheres and evaluation of then' bone repair properties, Biomed. Pharmacother, 2020,

130, 110516. hitps://doi.org/10.1016/; biopha.2020.110516.

[61] Darge, H.F.: Andrgie, A.T.; Hanurry, E.Y_; Birhan, Y.S.; Mekonnen, T.W_; Chou, H.Y ;
Tsai, H.C. Localized controlled release of bevacizumab and doxorubicin by thermo-sensitive
hydrogel for normalization of tumor vasculature and to enhance the efficacy of chemotherapy,

Int. J. Pharm., 2019, 572, 118799. hitps://doi.org/10.1016/i.iipharm.2019,118799.

[62] Jin, X.; Fu, Q. Gu, Z.; Zhang, Z; Lv, H. Injectable corilagin/low molecular weight
chitosan/PLGA-PEG-PLGA thermosensitive hydrogels for localized cancer therapy and
promoting drug infiltration by modulation of tumor microenvironment, Int. J. Pharm., 2020,
589, 119772, https://doi.org/10.1016/1.ijpharm.2020.119772.

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 5, n. 6, p. 24628-24644, novy_/dec., 2022

94



CAPITULO IV




96

6 CAPITULO DE LIVRO- Health Applications of Biodegradable Polymers

Capitulo aceito para publicacao no livro "Biodegradable Polymers: Concepts

and Applications" edited by Taylor & Francis Group, LLC / CRC Press.

Biodegradable Polymers
Concepts and Applications

Editors
Margarita del Rosario Salazar Sanchez,
José Fernando Solanilla Duque,
Aidé Saenz Galindo and
Raul Rodriguez Herrera

. '(i‘";h..
R Lagy
. © £
wrcrs @

2

‘ A SCIE NCE PUBLISHERS B 1\»:;:'




218 Biodegradable Polymers: Concepts and Applications

Chapter 15

Health Applications of
Biodegradable Polymers

Carneiro-da-Cunha, M. G.,"** Granja, R. C. B.,'* Souza, A. A.,'?
Melo, E. C. C.,' Oliveira, W. ' and Correia, M. T. S.'*

1. Introduction

Polymers are macromolecules formed by the combination of numerous small units (monomers) that
are repeated. They are classified as homopolymers, derived from only one type of monomer or as
copolymers, derived from two or more types of monomers; they can also be natural or synthetic.

Natural polymers are biodegradable and are made by sugar monomeric units (e.g., cellulose,
starch and chitin), amino acids (proteins and peptides) or nucleotides (nucleic acids), through
covalent bonds. They are called biopolymers according to the International Union of Pure and
Applied Chemicals (IUPAC) since they are produced by living organisms (Nagel et al., 1992),
while synthetic polymers, polymerized by man, many of them are not biodegradable. The most
well-known synthetic polymers that are non-biodegradable comprises the plastics of fossil origin
(derived from petroleum) present in different forms, widely consumed and discarded. However,
according to data, recently presented at the World Economic Forum in 2020, the world produces
more than 400 million tons of plastics/year, many of which are poorly managed after use, causing
incalculable damage to the environment and societies.

Thus, natural and modified natural polymers, capable of undergoing hydrolytic or enzymatic
degradation, have been used in the most diverse areas, In this chapter, recent scientific advances about
the application of natural polymers (proteins and carbohydrates) at micro- and nanometric scale,
will be discussed, which have been developed and demonstrated excellent biomedical applications,
such as antipathogenic, healing, antitumoral, mitogenic agents among others, especially to develop
drug delivery systems.

2. Natural polymers: applications in the health field

As a result of chemical composition of natural polymers, they can be degraded and thus converted
into other natural compounds, which make them good candidates for medical applications,
such as use in biomaterials, due to the absence or low toxicity and the ability to adsorb
bioactive substances (Reddy et al., 2015; Park et al., 2017). These advantages are related to its
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Table 15.1. Natural biopolymers applied in the health field.
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Biological application ] Biopolymer l Source TReference
Protein
Anticoagulant Lectin Bauhinia forficata seeds; Moringa Silvaetal,2012; Luzetal.,
oleifera seeds; Crataeva tapia bark: 2013; Araijo etal., 2011;
Saluetal., 2014
Peptide Mouse stomach and small intestine: Tu etal., 2019; Cheng etal.,
Crassostrea gigas 2018
Protease Agrocvbe aegerita fruiting bodies: Lietal..2021: Kimetal..
Diopatra sugokai; Clerodendrum 2018: Gogoi et al., 2019
colebrookianum leaves
Anti-inflammatory Lectin Amansia multifida red algae: Mesquita et aL., 2021
Cicerarietinum black seeds and Prunus | Krishnaveni et al., 2020
duleis nut raw
Peptide Tenebrio molitor, Schistocerca gregaria | Zielinska et al.. 2017; Park et
and Gryllodes sigillatus; Marphysa al., 2020: Narayanasamy et
sanguinea; Charvbdis natator al., 2020
Trypsin inhibitor Cajanus cajan and Phaseolus limensis | Shamsi et al., 2018
Wound healing Lectin Eugenia malaccensis seeds: Brustein et al., 2012:
Bryothamnion seaforthii Nascimento-Neto et al..
Cratylia mollis seeds 2012; Albuquerque et al.,
2017
Peptide Rhopilema esculentum Felician et al.. 2019
Protease Ficus drupacea latex Manjuprasanna et al.. 2020
Antibacterial Lectin Eugenia uniflora seeds: Phthirusa Oliveira et al., 2008; Costa et
pyrifolia leaf: Bothrops leucurus venom | al.. 2010: Nunes et al.. 2012
Thionin Nigella sativa L. seeds Vasilchenko et al., 2016
Cyclotide Viola odorata L. and Viola tricolor L. Slazak etal.. 2018
aenal parts
Protease Marsup Jjaponicus shrimp Zhao etal., 2014
Peptide Spirulina platensis Sun etal.. 2016
Trypsin inhibitor Albizia amara seeds Dabhade et al.. 2016
Antiprotozoal Lectin Bothrops leucurus venom: Aranda-Souza et al.. 2018;
Cratylia mollis seeds Fernandes et al., 2014
Protease Potato tuber Paik et al.. 2020
Antiviral Protease Streptomyces chromofuscus 34-1 Serkedjieva et al.. 2012
Peptide Quercus infectoria fruits Seetaha et al., 2021
Antitumoral Parasporin Bacillus thuringiensis Moazamian et al.. 2018
Peptide Glycine max Gonzilez-Montoya et al.,
2018
Lectin Arisaema tortuosum: Aspergillus niger; | Dhuna et al., 2005; Jagadeesh
Praecitruflus fistulosus fruit etal, 2021: Shivamadhu et
al.. 2017
Protease Trichosanthes kirilowii fruit. Cajanus Song et al.. 2016; Shamsi et
cajan: Enterolobium contortisiliquum al.. 2017: Lobo et al., 2020
seeds
Polysaccharide
Anticoagulant Sulfated Phallusia nigra: Ulva conglobata; Abreu et al.; 2019; Mao et
Holothuria fuscopunctata al., 2006: Gao et al., 2020
Glycoconjugates/ Camellia sinensis Caietal.. 2013
Heteropolysaccharid

Table 15.1 cond. ...
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. dable 15.1 contd.

Biological application | Biopolymer Source Reference
Purified Marsypianthes chamaedrys aenal parts; | Coelho et al., 2019; Yoon et
Auricularia auricula al., 2003
Anti-inflammatory Alkali-soluble Purple sweet potato; Arctium lappa L. Chen etal., 2019; Zhang et
extract roots al., 2020
Purified Pholiota nameko Li et al., 2008
Water-soluble Turbinaria ornata Ananthi et al., 2010
Sulfated Ganoderma lucidum Zhang et al,, 2018
Fractions Opuntia ficus-indica cladodes; Bletilla | Trombetta et al., 2006; Zhang
striata root; Gracilaria lemaneiformis | etal., 2019; Veeraperumal ct
thallus al., 2020
Antibacterial Like lentinan Lentinus edodes Zhu et al,, 2012
Purified Streptomyees virginia; Periploca He et al., 2010; Hajji et al.,
laevigata root barks; Chaetomium 2018; Wang et al., 2018
globosum
Water-soluble Cordyceps cicadae Zhang et al., 2017
Sulfated Sargassum swarizii Vijayabaskar et al., 2012
Chitosan Litopenaeus vanammei Santos et al, 2017
Antitumoral Sulfated Monostroma nitidum Karnjanapratum and You,
2011
Purified Trichoderma kanganensis: Floccularia | Lu et al., 2018; Liu et al.,
luteovirens; Porphyra haitanensis; 2019; Yao et al., 2020
Water-soluble Ganoderma applanatum Hanyu et al., 2020
extract Leaves
Ophthalmological Purified Lycium barbarum Wang et al., 2020; Yang et
al., 2020

physical-chemical properties and characteristics of the backbone structure, for example, its chemical
groups determine its solubility and surface charge, which influence its stability and interaction
with neighboring molecules, and this association may be necessary to exert some biological effect
(Wroblewska-Krepsztul et al., 2019). Over the years, there is vast literature on different applications
manly of proteins and polysaccharides in health (Table 15.1),

Different pathogens involved in human infections (bacteria, fungi, protozoa and viruses) can be
targets for bioactive proteins (Fig. 15.1). However, many natural polymers have been shown to be
effective in combating these pathologies (Table 15.1).

2.1 Antimicrobial activity

According to the World Health Organization (WHO), antimicrobial resistance occurs when pathogens
mutate, and the drugs used in their treatment become ineffective (WHO, 2021). To provide the need
of new antibiotics, the use of natural products containing different biomolecules has been studied
(Table 15.1).

Lectins, proteins used in different biological applications, can have antimicrobial activity due to
their characteristics of binding specifically and reversibly to carbohydrates. Since the cell surfaces
of parasites have a diversity of glycids, the lectins could recognize them, and this interaction can
lead to death. For example, the lectin from Lablab purpureus seeds (specific for glucose-mannose)
exerted an action against SARS-CoV-2, which causes the Coronavirus Disease 2019 (COVID-19),
when interacting with the Spike protein (a mannose-rich glycoprotein) of this virus (Liu et al.,
2020). Some protozoa characterized as public health problems can also be combated through these
biopolymers; even lectins without direct action against pathogen, can stimulate the infected organism
to respond more effectively against an infection (Silva et al., 2015; Janda et al., 2017). Although
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proteins can have antimicrobial effects, some proteases may be considered as virulence factors of
various pathogens and, therefore, considered important therapeutic targets to fight infections. Thus,
protease inhibitors can block the action of proteolytic enzymes, exerting an antipathogenic effect.

Protease imhibitors can also be expressed recombinantly and continue to perform their possible
antipathogenic actions. For example, a recombinant trypsin inhibitor inhibited the growth of
pathogenic bacterial species (Cisneros et al., 2020), as well as a recombinant protease inhibitor
showed antifungal activity (Zhang ct al., 2020). It should be noted that peptides obtained by protein
hydrolysis may also have an antipathogenic capacity (Lima et al., 2015); thus, antimicrobial peptides
also emerge as a viable alternative to antibiotics (Thapa et al., 2020).

Polysaccharides have also been shown to have an inhibitory effect against different pathogens.
Sulfated polysacchandes can present themselves as bioactive agents for medical and industrial
applications, such as those of red algae Corallina officinalis and Pterocladia capillacea due to its
antibacterial, antifungal, antioxidant, anti-inflammatory, anticoagulant and anti-fouling activitics
(Ismail and Amer, 2021). Similarly, hydrogels consisting of sulfated polysaccharides of red
microalgace from different sources of water associated to chitosan promoted antimicrobial activity
and, when added with zinc, shared similar release profiles with potential to function as antimicrobial
dressings (Liberman et al., 2021).

2.2 Antitumoral activity

Cancer is a discase of global impact, whose number of patients increases cvery year, and the use of
natural products extracted from plants in the treatment of this malignant neoplasm has shown to be
promising.

Changes in the glycosylation pattern of normal cells may be associated with their malignant
transformation and by capacity of these tumor cells to metastasize; these altered glycans in
neoplasic cells can be recognized by lectins, which can induce them to cell death (Fig. 15.24),
such as the lectin extracted from Aspergillus niger (Jagadeesh et al.. 20211 and from Praecitrullus
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‘ Tumor celis

Figure 15.2. Mechanism of action of antitumoral natural polymers: (A) recognition of proteins and carbohydrates exhibited
by tumor cells and (B) antiangiogenic action in tumor sites,

fistulosus fruit (Shivamadhu et al., 2017). Furthermore, since different proteases are correlated with
tumor development and progression, they may be the target of their inhibitors to prevent cancer
proliferation (Eatemadi et al., 2017; Lobo et al,, 2020), as well as a purified bifunctional protein
from Crataeva tapia bark, which has lectinic activity and of protease inhibitor (Bontun et al., 2019),

Antitumor action of many polysaccharides has also been widely reported (Table 15.1).
The polysaccharide of Diospyvros kaki leaves showed an antiangiogenic effect (Fig. 15.2B) by
inhibiting vascular endothelial growth factor and matrix metalloproteinases, both associated
with angiogenesis, in endothelial cells of human umbilical vein (Park and Shin, 2021).
Polysacchanide-based systems, such as acacia gum (Dewi et al., 2020) and alginate (Ren et al.,
2020), used as carriers for chemotherapeutic agents in the form of nanoparticles have been seen as
effective in the treatment of cancer.

However, one of the main obstacles to cancer treatment is the development of an efficient drug
dehivery agent that does not induce severe adverse effects on adjacent tissues.

2.3 Drug delivery

The development of efficient technologies for drug delivery generates benefits to health. Therefore,
the study of drug delivery systems is important to ensure the expected therapeutic effect, that 1s,
drug release should occur in a specific target site, at the right time.
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Accordingly, colloidal systems prepared from different modified polysacchandes formulated
in nanoscale scale (nanoparticles) and loaded with a range of active models, demonstrated to be
promising nanocarriers to overcome the difficulty of drugs in crossing the blood-brain barrier in
the treatment of brain disorders (Bostanudin ct al., 2020). Morcover, nanogels systems prepared by
carbodiimide coupling between glycyl-prednisolone and anionic polysaccharides showed stronger
and prolonged suppression of inflammation than prednisolone used alone as a routine anti-arthritis
drug (Mizuno etal., 2020). Chitosan nanoparticles interact with the anionic surfaces of microbial cell
membrancs can promote cell death (Li et al., 2016; Souza et al., 2014), as well as on a micrometric
scale, hydrogel films based on cellulose and chitosan loaded with Ibuprofen presented themselves
as transdermal drug delivery vehicles (Wang et al., 2020).

Protein nanoparticles, mainly of fibroin and albumin, have also shown several advantages as
different material delivery carriers (genetics, anticancer drugs, peptide hormones, growth factors),
since they are more stable and casier to manufacture in comparison with other coloidal carriers.
However, more rescarch should be conducted to make them an ideal matenal or process to be
applied {Hong et al., 2020).

3. Conclusions

Natural polymers have greatly contributed to assist and/or solve health-related problems, both
in macrometric and nanometric scales, whether in their isolated, conjugated, trapped forms, as
encapsulating matenial, ete. Furthermore, it is well known that there is a permancent and growing
interest in the development of new technologices and products and/or improve existing oncs, in order
to provide a better and equal quality of life for all humanity.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

> O gel de galactomanana nao apresentou citotoxicidade;

> O gel de galactomanana (50 pug/mL) apresentou poder cicatrizante in
vitro, promovendo um ambiente propicio e estimulante para o crescimento

celular no periodo de 6 a 72 h de tratamento apos a lesao;

> O gel de galactomanana e a terapia de fotobiomodulagdo (TFBM), de
maneira isolada, foi capaz de acelerar in vivo o processo de cicatrizagcdo de
feridas por queimadura de 2° grau em ratos Wistar;

> A TFBM associada ao gel de galactomanana promoveu reepitelizagéo e
remodelagao estromal com melhor evolugao de recuperagao do epitélio devido
ao efeito sinérgico positivo, garantindo a formacé&o de um tecido cutaneo de
melhor qualidade e, por isso, desponta como uma alternativa terapéutica

promissora.
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ANEXO A - CARTA DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Biociéaclas
Av Prof Nebsot Chayis, /s

06704520 | Rovify - PE - Brasil
Fumres: 2226 BRg2

\ ousirulpe. by

Recife, 30 de setembro de 2019
Oficio n° 65/19

Da Comissao de Elica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Maria das Gragas Caneiro da Cunha
Departamento de Bioquimica

Universidade Federal de Permnambuco

Processo n® 0094/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo da atividade biologica e
icatrizante do gel de galactomanana de sementes de Cassia grandis
associado a laserterapia no processo cicatricial de feridas por
queimadura”, registrado com o n° 0094/2019 sob a responsabilidade de
Prof. Maria das Gragas Caneiro da Cunha o que envolve a producgao,
manutencac ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julhc de 2009, e com as normas editadas
pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE),

em reuniao de 24/09/2019
Finalidade - | () Ensina (X) Pesquisa Cientifica .
 Vigéncia da autorizagio 1 04/11/2019 a 30/04/2021 1
Espéciaflinhagem/racga Rato heterogénico
N° de animais (80 |
Pesalldade 1250+ 50/ g |
Sexo machos (80) .
Origem: Biotério de Cnagio Biotério do  Departamento de |
| . Nutrigao/UFPE |
Destino: Bioténo de Experimentacao Biotério Convenciona!l do Laboratério |
de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA/JUFPE)
Alenclosamente,
A
DA
Prof, Sebastizo R. F. Siva
Viee-Presudenta CEUNUFPE

SIAPE 2345581
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ANEXO B- MENSAGEM DA CRC Press

< B T &8

Biodegradable Polymers:
Concepts and Applications
[9781032137148] (Eeiner »

Recibidos

b*

Editorial Department 2:18 a. m.
para mi, Jose, Aide, Raul v

L2 T

Dear Dr. Sanchez, Dr. Duque, Dr.
Galindo and Dr. Herrera,

The print files have been sent to the
printing department. The publication

date is 25th May 2023 but the eBOOK
may be ready before the Print version
and you may receive it earlier.

Free copies: Each editor will receive
three hardcopies of the printed book +
eBOOK. The Corresponding or Lead
authors of each chapter will receive
eBOOK. A separate request for both
hardcopy and eBOOK will be sent to the
concerned department for processing.



