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RESUMO

Nos ultimos anos, o ultrassom (US) tem sido usado com sucesso em um grande ndmero de
Bioprocessos na area da biotecnologia, tais como no melhoramento (upregulation) da hidrélise
enzimatica (biocatalise). O uso do US no tratamento ou pré-tratamento € supostamente visto para
ativar/acelerar a catalise enzimatica e consequentemente melhorar a formacdo do produto. As
colagenases sdo proteases capazes de degradar o colageno nativo e desnaturado, com aplicagdes
relevantes em couro, alimentos, industrias farmacéuticas e cosméticas, bem como na area médica
visando o tratamento de queimaduras e feridas. Os filmes ou membranas para revestimentos sdo
definidos como matrizes preparadas a partir de biomateriais e amplamente utilizadas desde a area
farmacéutica até a alimenticia. Quitosanas e galactomanana apresentam propriedades fisicas
particulares para diferentes formulacdes filmogénicas, sugerindo sua promissora utilizacdo como
curativo tépico de feridas, por exemplo. A presente pesquisa mostra a potencial aplicacdo do US na
enzima colagenase purificada de Aspergillus terreus UCP1276 como uma técnica biotecnoldgica para
melhorar suas aplicacBes biomédicas, e produzir um biofilme formulado a base de um blend
polissacaridico (quitosana e galactomanana), atoxico, hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de
acesso facil, associado as nanoparticulas de prata, com caracteristicas antibacterianas, oriundas de
bioativos de origem microbiana, os quais podem potencializar o efeito cicatrizante de feridas. Os
resultados demonstraram um real e significativo aumento na atividade da colagenase sendo percebida
pela degradacdo do colageno tipo | associada a um aumento da atividade da enzima mesmo na
presenca de inibidores. Além disso, quando a colagenase purificada foi submetida a exposicao ao US,
tornou-se mais eficaz para degradar o colageno tipo | e produzir peptideos biologicamente ativos em
ensaios de atividade anticoagulante. Ainda, o novo produto descrito e formulado, composto por um
blend de polissacarideo, enzima, peptideos e nanoparticulas foi capaz de regenerar tecidos expostos
a lesdo. Os resultados evidenciaram a eficiéncia dos peptideos oriundos do colédgeno na redugédo do
periodo de tratamento das lesGes, sugerindo que a permeabilidade celular.

Palavras-chave: Biocatélise; bioconversédo; atividade enzimética; ultrassom; cicatrizagdo; Biofilme.



ABSTRACT
In recent years, ultrasound (US) has been successfully used in many bioprocesses in the area of
biotechnology, such as in the improvement (upregulation) of enzymatic hydrolysis (biocatalysis). The
use of US in treatment or pre-treatment is supposedly seen to activate/accelerate enzymatic catalysis
and consequently improve product formation. Collagenases are proteases capable of degrading native
and denatured collagen, with relevant applications in leather, food, pharmaceutical and cosmetic
industries, as well as in the medical field for the treatment of burns and wounds. The films or
membranes for coatings are defined as matrices prepared from biomaterials and widely used from the
pharmaceutical to the food area. Chitosan and galactomannan have particular physical properties for
different filmogenic formulations, suggesting their promising use as a topical wound dressing, for
example. The present research shows the potential application of US in the purified collagenase
enzyme of Aspergillus terreus UCP1276 as a biotechnological technique to improve its biomedical
applications, and to produce a biofilm formulated based on a polysaccharide blend (chitosan and
galactomannan), non-toxic, hydrophilic, biocompatible, biodegradable and easily accessible,
associated with silver nanoparticles, with antibacterial characteristics, derived from bioactives of
microbial origin, which can potentiate the healing effect of wounds. The results demonstrated a real
and significant increase in collagenase activity being perceived by the degradation of type I collagen
associated with an increase in enzyme activity even in the presence of inhibitors. In addition, when
purified collagenase was subjected to US exposure, it became more effective at degrading type |
collagen and producing biologically active peptides in anticoagulant activity assays. In addition, the
new product described and formulated, composed of a blend of polysaccharide, enzyme, peptides and
nanoparticles, was able to regenerate tissues exposed to the lesion. The results showed the efficiency
of peptides from collagen in reducing the treatment period of lesions, suggesting that cellular

permeability.

Keywords: Biocatalysis; bioconversion; enzymatic activity; ultrasound; wound healing; Biofilm.
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1. INTRODUCAO

Tradicionalmente, as proteases sao enzimas que catalisam a hidrolise de ligacGes peptidicas
em proteinas ou peptideos, liberando oligdmeros de tamanho variavel ou aminoacidos livres.
Proteases colagenoliticas possuem a capacidade de hidrolisar tanto colageno nativo quanto
desnaturado, e estdo tornando-se cada vez mais importantes comercialmente (LIMA et al., 2009).
As colagenases produzidas por microrganismos sao preferiveis, quando comparadas com as dos
mamiferos ou plantas, por causa da diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulagéo
geneética que suas fontes possuem (PANDEY et al., 2019).

Os fungos possuem grande vantagem dentre os microrganismos produtores de enzimas
colagenoliticas, uma vez que a sua engenharia genética, tem demonstrado maior habilidade em
sintetizar esse tipo de protease apresentando caracteristicas de termo-estabilidade e maior
rendimento. A producdo enzimatica ocorre extracelularmente, o que torna particularmente mais facil
a sua recuperacdo apés o final da fermentacdo (SANDHYa et al., 2020). Colagenases tém sido
descritas na utilizacdo em diversos segmentos biotecnoldgicos e biomédicos, envolvendo areas
como: medicinal, farmacéutico, alimenticio, cosmético e téxtil (KANTH et al., 2018). Quanto a
aplicacdo medica, ha relatos na literatura de sua aplicacdo no tratamento de Ulceras e queimaduras
(PULLEN et al., 2019), na aceleragdo da cicatrizacio de feridas por pressdo (SHMOILOV et al.,
2006), na producdo de peptideos bioativos com atividades antioxidante e antimicrobiana (LIMA et
al., 2014), além de possuirem um importante papel no sucesso de cirurgias para transplantes de
alguns orgaos (SHMOILQV et al., 2016).

Diversos processos tém sido desenvolvidos para otimizar a atividade de proteases, devido ao
seu vasto potencial de aplicagdes biotecnoldgicas. 1sso acontece, uma vez que na reag¢do enzimatica
a catélise tradicional pode apresentar desvantagens, tais como baixa taxa de utilizacdo da enzima,
baixa taxa de conversdo do substrato, o tempo de reacdo longo, e consumo extenso em termos
energeticos. Isto esta diretamente relacionada, por exemplo, com a conformagdo inadequada da

proteina, reduzindo a susceptibilidade em atacar as ligacGes enzima-substrato. O ultrassom exerce
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os seus efeitos, principalmente, atraves de um fenémeno chamado cavitacdo. A cavitacdo é a
formacdo, crescimento e, as vezes, a implosao de microbolhas criado num liquido quando as ondas
de ultrassom tentam propagar atraves dele. Um desses métodos é o uso do Ultrassom de ondas curtas
(ABADIA-GARCIAET al., 2016). A tecnologia de ultrassom, como uma nova tecnologia de
processamento e melhoramento, tem atraido muita atencdo na extracdo assistida de componentes
bioativos e na hidrolise enzimética assistida.

A utilizacdo do ultrassom em reac6es de hidrolise pode ser uma ferramenta importante no
controle sobre agregacédo ou dispersao de particulas, proporcionando mudancas conformacionais na
estrutura das proteinas, assim como aumentando a transferéncia de massa entre substrato-enzima
(YU; ZENG; LU, 2013). Tendo em vista, o colapso cavitacional ocasionado pelas ondas
ultrassdnicas, o qual proporciona aumento da pressdo e temperatura em regides determinadas,
muitos estudos comecaram a ser desenvolvidos, sugerindo que os efeitos mecanicos e quimicos
gerados durante a sonicacdo desempenham um papel importante na ativacdo de enzimas (ISLAM;
ZHANG; ADHIKARI, 2014;). Em reacGes enzimaticas o ultrassom pode agir alterando as condigdes
do meio, e perturbando as liga¢des fracas, induzindo mudancas conformacionais na estrutura das
proteinas. Isso pode levar a ativacdo de muitas enzimas, devido as pequenas alteraces na estrutura
e nas condicdes ambientais, como temperatura, pressao, tensdo de cisalhamento e pH (ISLAM;
ZHANG; ADHIKARI, 2014). Os efeitos cavitacionais em combinacdo com a frequéncia de
irradiacdo podem promover a formacao de radicais livres, que atuam alterando as células e enzimas
presentes no meio. No caso de proteinas globulares, como no caso das enzimas, frequéncias entre 0-
100 kHz sdo fortemente absorvidas e podem levar ao rompimento da estrutura. Com a formacéo de
radicais hidroxila (OH) e a geracdo de calor durante o colapso de bolhas, pode-se afetar a
estabilidade do biocatalisador, sendo este um fator limitante para aplicagdes combinadas de
ultrassom/enzimas (MAWSON et al., 2011).

A descoberta de microrganismos produtores de moléculas bioativas, a escassez de técnicas

que possam gerar aceleracdo das reagdes cataliticas e o potencial biotecnoldgico de fungos,
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direcionam e norteiam o objetivo deste trabalho em gerar uma ferramenta que possa minimizar o
tempo das reacGes enzimaticas e consolidar no setor industrial de produtos farmacéuticos -
atualmente em expansdo com a implantacdo do pdélo Farmacoquimico de Pernambuco, o uso da
enzima Colagenase purificada de Aspergillus com potencial biomédico na producéo de peptideos
ativos e tratamento de feridas.

Os filmes ou membranas para revestimentos sao definidos como matrizes preparadas a partir
de biomateriais e amplamente utilizadas desde a area farmacéutica até a alimenticia (BEVERLYA
et al.,, 2008). No campo farmacéutico, por exemplo, filmes preparados a base de Policaju
(MONTEIRO et al., 2007) e quitosana (KATO et al., 2003) foram desenvolvidos como curativos
para feridas, em virtude das suas caracteristicas de libertacdo e de adesdo. Além disso, eles tém sido
aplicados no desenvolvimento de biossensores, membranas bioldgicas, experimentos imunoldgicos
e fios de sutura por serem biodegradaveis e biocompativeis (WATANABE et al., 2005). Nesse
sentido, o desenvolvimento tecnologico de novas formas farmacéuticas em escala nanomérica tem
sido uma estratégia promissora para aumentar, de forma controlada, a penetracdo de farmacos
atraves da pele. A utilizacdo de matrizes da quitosana e galactomanana extraida das sementes de C.
grandis com estruturas nanomeéricas incorporadas (peptideos, e nanoparticulas) apresentaria,
portanto, caracteristicas vantajosas para a aplica¢do topica, principalmente no que se refere ao

contato intimo, o que possivelmente aumentaria a quantidade de agente capaz de penetrar na pele.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROTEASES

As proteases (ou enzimas proteoliticas) pertencem ao grupo das hidrolases e catalisam a
quebra de ligagdes amida em moléculas proteicas. Apesar de também serem chamadas de
proteinases e peptidases, as proteinases degradam as proteinas, enquanto as peptidases estao restritas

aos fragmentos de proteinas ou peptideos (SAXENA, 2015; CAMARGO et al, 2012).
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Essas enzimas sdo agrupadas de acordo com a especificidade com o substrato, podendo clivar
as extremidades C-terminal e N-terminal (exopeptidades) ou sequéncias dentro da cadeia
polipeptidica (endopeptidases) como demonstrado na Figura 1 A classificacdo das proteases pode
ser feita, também, segundo a especificidade de sua cadeia lateral e da presenca de grupo funcional
no sitio ativo, agrupando-as em serino proteases, cisteino proteases, aspartil proteases, treonino
proteases, glutamico proteases e metalo proteases (BARRET, 1999)

Nas serino-, treonino- e cisteino- proteases a clivagem de ligaces peptidicas ocorre
atraves da cadeia lateral nucleofilica de um aminoéacido. As aspartil-, glutdmico- e metalo- proteases,
por sua vez, atuam nas ligacGes peptidicas atraves de uma molécula de agua ativada (RAWLINGS;
BARRETT, 2013a). As aspartil proteases possuem residuos de aspartato como ligantes de moléculas
de agua ativadas, engquanto residuos de glutamina sdo os ligantes das glutdmico-proteases. Todas as
enzimas aspartil e glutdmicos proteases sdo endopeptidases (RAWLINGS; BARRETT, 2013a). Nas
metalo proteases o ligante normalmente € um ion di-valente (zinco, cobalto, manganés, niquel ou
cobre) ancorado por aminoacidos (RAWLINGS; BARRETT, 2013b). As cisteino proteases atuam
nas ligacdes peptidicas atraves dos grupos sulfidril de residuos de cisteina, enquanto as serino
proteases dependem de um grupo hidroxil de residuos de serina. Esses dois tipos possuem

mecanismo catalitico similar, onde um nucleéfilo e um doador de prétons séo requeridos.

Figura 1. Esquema do local de acdo das proteases nas cadeias polipeptidicas.

ENDOPEPTIDASES

®OO C}IOOOO@)

l l EXOPEPTIDASES
leleleleleleiecy

Fonte: Adaptado de McDonald (1985).
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Nos organismos Vivos, as proteases estdo relacionadas a processos regulatérios, regulando a
localizagdo e atividade de outras proteinas, criando novas moléculas bioativas, contribuindo para o
processamento da informacdo celular, gerando, transduzindo e amplificando os sinais moleculares.
Porém, também sdo responsaveis por uma variedade de condices patolégicas, como o cancer,
desordens neurodegenerativas e cardiopatias (CAO et al., 2021).

Na industria, as proteases sdo utilizadas em diversos processos tecnoldgicos como no
processamento de alimentos (atuando na clarificacdo de sucos e fermentacdo de bebidas e pées),
papel (separando a celulose da lignina no processo de preparacdo da polpa), tecidos (no tratamento
de 13s), formulacéo de detergentes (auxiliando a remocao de manchas), além de ter um importante
papel no setor farmacéutico (PATIL AND RATHOD, 2021). Dentre as proteases de aplica¢do na
area farmacéutica, um grupo de enzimas do tipo Colagenase se destacam nesse ambito. A colagenase
contribui para a formacdo de tecido de granulacdo e subsequente reepitelizacdo de Ulceras da pele.
Assim, o colageno de tecido sadio ou do tecido de granulacdo recentemente formado néo é afetado

pela colagenase (MUSTAPHA AND ZHOU, 2021).

2.2 ENZIMAS COLAGENOLITICAS

Colagenases sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar a regido helicoidal do colageno
em pequenos fragmentos. Em contraste com as colagenases de mamiferos, que clivam a hélice do
coldgeno em um Unico ponto, as colagenases microbianas atacam multiplos sitios ao longo da hélice
e por este motivo vem sendo largamente aplicadas na obtengéo de peptideos bioativos do colageno
(VILLEGAS et al., 2018). Devido ao uso potencial das colagenases microbianas na produgédo de
peptideos bioativos, existe um interesse em encontrar novas linhagens de fungos capazes de produzir
estas enzimas com novas caracteristicas e em um meio de producdo com baixo custo industrial

(MARTINEZ-LAPUENTE et al., 2022).
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As colagenases verdadeiras sdo metalo-proteases zinco-dependentes encontradas em
mamiferos e bactérias. Elas sdo diferenciadas das demais proteases colagenoliticas (serino-
colagenases) por terem a capacidade de degradar a forma em tripla hélice do colageno insoluvel,
enquanto as outras degradam o colageno desnaturado (CONTRERAS-HERNANDEZ et al., 2018).

As principais colagenases encontradas séo as isoladas de tecido do trato digestivo de varios
peixes e invertebrados, incluindo: girino (GROSS e NAGAI, 1965; NAGAI et al, 1966)., Pele de
coelho (FULLMER e GIBSON, 1966), tecido uterino de ratos Wistar (JEFFREY e GROSS, 1967),
trato digestivo de caranguejos (ZEFIROVA et al, 1996), trato digestivo de camardes
(BARANOWSKI et al, 1984), trato digestivo de lagostas (GARCIA-CARRENO et al, 1994), trato
digestivo de camardo tropical (Litopenaeus vannamei) (VAN SELOS e WORMHOUDT, 1992) e
peixe-gato (Parasilurus asotus).

As colagenases podem apresentar diferentes massas moleculares com base no tipo de enzima
(serina ou metalo-collagenase) e a fonte (microbiana ou tecido animal). Como por exemplo, duas
colagenases de Clostridium histolyticum que apresentam massa moleculares de 57,0 a 105,0 kDa
(HARPER et al., 1965). Colagenases isoladas do Clostridium perfringens apresentando massas
moleculares variando 80,0 a 120,0 kDa (BOND e VAN WART, 1984). No entanto, as colagenases
bacterianas tem normalmente peso molecular <55,0 kDa, enquanto massas moleculares de
colagenases obtidos a partir de tecidos animais tendem a ser inferior, a exemplo da colagenase
isolada a partir de ossos de rato Wistar com massa molecular de 41,0 kDa (, SAKAMOTO et
al.,1972), colagenase de musculo de coelho € entre 33 kDa a 35 kDa (MCCROSKERY et al, 1975),
colagenases de glandulas digestivas de organismos marinhos com massas moleculares <60 kDa
(KRISTJANSSON et al, 1995; ROY et al, 1996; DABOOR et al, 2010). Entretanto, para uso na
indlstria, a variacdo de massa serd& menos importante do que a atividade colagenolitica geral
(NIRMAL et al 2011; DABOOR et al, 2010).

Serino-Colagenases, como todas as serino-proteases contém um residuo de serina em seus

sitios cataliticos. Eles tém tipicamente pesos moleculares na faixa de 24,0 a 36,0 kDa (ROY et al.,
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1996). Eles sdo normalmente associados com o o6rgao digestivo (ZEFIROVA et al., 2016), séo
capazes de decompor a estrutura tripla hélice de colageno tipo I, 11 e 1, e estdo frequentemente
envolvidos com a producédo de hormonios, a degradacéo protéica, coagulacao do sangue e fibrinodlise
(NEURATH, 1984; NIRMAL et al 2011).

Metalo-colagenases sdo membros da familia Matrix Met alo-proteinase (MMP), com pesos
moleculares entre 30,0 a 150,0 kDa (HARRIS e VATAR, 2012). Como todos MMP, metalo-
colagenases sdo enzimas dependentes de zinco e sdo inibidas por qualquer quelante que se liga a
esses ions. Calcio (ion divalente) é necessario para a estabilidade (STRICKLIN et al., 2017). Apenas
MMP 1, 8, 13, 14 e 18 tém atividade contra os tipos de colageno nativo de cadeia tripla I, 11, 111, VII
e X (FREIJE et al., 1994). Metalo-colagenases sdo comumente recuperados de tecidos animais como
0ss0s, barbatanas, peles e de hepato-pancreas de caranguejo marinho (SIVAKUMAR et al., 1999;
NIRMAL et al 2011; DABOOR et al, 2010).

Como enzimas proteoliticas, colagenases tém um numero de aplicacdes industriais. No
entanto, as utilizacbes mais comuns destas enzimas parecem estar na medicina. Elas sdo utilizadas
para tratar queimaduras e Ulceras (AGREN et al, 2017; PULLEN et al, 2018), para eliminar tecido
cicatricial (SHMOILOV et al., 2016) e desempenham um papel importante no transplante bem-
sucedido de 6rgéos especificos (KLOCK et al, 2019; KIN et al, 2020). Na Inddstria farmacéutica
existem varias aplicacGes para o uso das Colagenases, principalmente, quando envolve o tratamento
de feridas. GYNO IRUXOL (colagenase e cloranfenicol) € um medicamento que envolve associacao
de colagenase com cloranfenicol e é utilizado como agente debridante em lesBes superficiais,
promovendo a limpeza enzimética das areas lesadas, retirando ou dissolvendo, enzimaticamente,
tecidos necrosados e crostas. A cicatrizagdo da ferida € acelerada se ndo houver tecido necrosado no

ferimento (ROMANA-SOUZA ET AL., 2023).

2.2.1 COLAGENASE PURIFICADA DE Aspergillus terreus
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A Colagenase purificada de Aspergillus terreus UCP1276 foi produzida a partir de residuos
industriais de penas de galinha utilizadas como fonte de substrato em processo fermentativo
submerso. Além disso, a enzima colagenolitica apresentou peso molecular de 28,7kDa, e demonstrou
temperatura 6tima a 40°C e pH 6timo 9,0. Quando submetida a ensaios de degradacédo de colageno,

mostrou-se eficiente em hidrolisar os Colagenos bovinos Tipo | e Tipo IV (FERREIRA et al., 2016).

2.3 COLAGENASES PRODUZIDAS POR FUNGOS

Colagenases microbianas séo relatados a partir de bactérias, actinomicetos e fungos.
Entre os fungos sdo relatados: Aspergillus sclerotiorum (KUNDU et al, 1974), Aspergillus flavus
(SUKHOSVROVA et al 2003), Coccidioides immitis (LUPAN& NZIRAMASANGA 1986),
Arthrobotrys amerospora um fungo de nematoides (SCHENCK et al 1980), fungo antarctico
Arthrobotrys tortor Jarowaja (TOSI et al 2001) e Lagenidium giganteum um fungo parasita-
mosquito (DEAN& DOMNAS 1983). TOSI et al (2001) rastrearam espécies fungicas pertence
Arthrobotrys para a producdo de colagenase e descobriu que a colagenase a partir de estirpe do
antarctico de Arthrobotrys tortor (ATCC 96018) era uma enzima constitutiva e produzia cerca de
trés vezes mais atividade do que outras espécies Arthrobotrys tortor B114, Arthrobotrys conoides

CMM 1017 e Arthrobotrys oligospora CBS 280,86 (NIRMAL et al 2011).

2.4 COLAGENO - SUSBTRATO

O colageno ¢ o substrato especifico da colagenase e € encontrado nos tecidos conjuntivos de
animais, tornando-se aproximadamente 30% da proteina no corpo humano (BHAGWAT et al.,
2018). E composto por trés cadeias peptidicas numa estrutura de hélice tripla (Figura. 2), que
oferecem suporte a ambos as células e tecidos (DABOOR, 2010). Uma cadeia é sempre composta
Gly X-Y, nas quais X-Y podem ser qualquer aminoacido (porém, comumente X é uma prolinae Y
uma hidroxipolina) e sdo geralmente estabilizadas por pontes de hidrogénio intercadeias e por

ligacOes cruzadas. Nos mamiferos, cerca de 21 tipos de colageno foram identificados (KIELTY e
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GRANT, 2002; DABOOR et al, 2010), enquanto vinte e oito tipos distintos de colageno, foram
identificados no corpo humano (RASKOVIC et al., 2014).

O percurso helicoidal da estrutura do colageno € destrogiro, sentido oposto ao enrolamento
das hélices polipeptidicas individuais, que é levdgira. Essas duas conformacBes permitem um
enrolamento mais apertado possivel das multiplas cadeias polipeptidicas. O enrolamento da hélice
triplice fornece uma grande resisténcia as forcas de tensdo, sem nenhuma capacidade para o
estriamento. Assim, 0 coladgeno apresenta uma resisténcia mecanica que é aumentada pelo
enrolamento helicoidal de mdltiplos seguimentos em uma super-hélice, de uma forma muito
parecida a corddes enrolados entre si e sobre si mesmo, para formar uma corda mais resistente (FU
e SHI et al., 2022). Os aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, presentes na estrutura do
coldgeno, ndo sdo sintetizados, mas sdo formados por hidroxilacdo da prolina e lisina,
respectivamente, que se inicia nos ribossomos durante a tradu¢do do mRNA do colageno. Assim, o

processo de hidroxilacdo é concluido apds a formacéo da estrutura linear (Nuerjiang et al., 2023).

Figura 2 — Estrutura de tripla hélice de colageno: A (Adaptado de Morris e Gonsalves, 2010) e B

(Adaptado de TQS, 2004). Fonte: Am. J. Biochem. & Biotech, 6 (4):. 239-263 de 2010p.
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Colagenos foram classificados com base na expressdo de genes diferentes durante a
construcdo do tecido. Colageno do tipo | é o tipo mais comum que se encontra nos 0ssos, tenddes,
ligamentos e pele, enquanto o colageno tipo I11, é a segunda mais comum e encontra-se em tecidos
elasticos, tais como 0s vasos sanguineos e varios o6rgdos internos (KIELTY e GRANT, 2002;
DABOOR etal, 2010). A frequéncia dos tipos V e XI sdo baixos, mas eles sdo encontrados associado
aos tipos | e 1l em osso e cartilagem, bem como em outros tecidos (PROCKOP e KIVIRIKKO,

1995; MYLLYHARJU e KIVITIKKO, 2001; KIELTY e GRANT, 2002; NIRMAL et al 2011).

2.5 ULTRASSOM: PRINCIPIOS BIOFISICOS E APLICACOES

O ultrassom é uma onda mecénica acustica produzida pelo movimento oscilatério das
particulas de um meio. Por ser uma forma de energia mecanica tem como principais propriedades,
reflexdo, adsorcdo e disperséo, e precisa de um meio fisico para se propagar, como através de
s6lidos, liquidos ou gases (MASON et al., 2005). Ele emite frequéncias acima de 20 kHz, tendo em
vista que o ser humano s consegue detectar frequéncias entre 20 Hz a 20 kHz. Frequéncias abaixo
de 20 Hz s&o referidas como infrassom (DALAGNOL et al., 2017).

As ondas ultrassonicas sdo classificadas em dois grandes grupos, dependendo da sua

frequéncia e intensidade. Ultrassons de baixa energia sdo de alta frequéncia (2-20 MHz) e baixa
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intensidade (<1 W.cm?) e ndo sdo destrutivos, tendo emprego em técnicas de maturagao,
concentragéo ou dispersao de particulas em fluidos (O’ DONNELL et al., 2010). Ondas ultrassonicas
de alta energia sdo de baixas frequéncias (20-100 kHz) e desenvolvem niveis de poténcia mais altos
(10 - 1000 W.cm?), com energia suficiente para romper enlaces intermoleculares, sendo capazes de
modificar algumas propriedades fisicas e favorecer reacdes quimicas (PAWAR et al., 2018).

Figura 3. Ultrassom de uso laboratorial. A) Banho ultrassénico termostatizado com frequéncia fixa
em 40kHz. B) Mecanismo de acdo das ondas através da dgua para gerar alteracdo na atividade da

Enzima Colagenase.

O ultrassom é produzido a partir de um transdutor, que converte a energia elétrica em
energia mecéanica sonora em frequéncias ultrassénicas. Os sistemas de aplica¢do de ultrassom mais

utilizados séo os banhos e as sondas. No banho, o transdutor é diretamente unido a base ou as paredes
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do tanque e a energia ultrassonora é transmitida diretamente através de um liquido, ocorrendo muita
dispersao de energia ultrassonora (SINISTERRA, 1992).

A utilizacdo do ultrassom em tecnologias farmacéuticas tem evoluido muito com o
passar dos anos, pois é uma técnica que tem apresentado efeitos benéficos na regeneracao tecidual
de feridas, maiores rendimentos e seletividade em tratamentos de processos inflamatorios
(DURMUS et al., 2023).

Além de melhorar a qualidade e seguranca dos alimentos, o ultrassom possibilita a
elaboracdo de novos produtos com propriedades distintas (AWAD et al., 2012). Uma das maiores
vantagens do uso do ultrassom na industria de alimentos comparado com outras técnicas € sua acdo
eficiente, sendo considerada uma técnica segura e ndo poluente (KENTISH; ASHOKKUMAR,
2011), devido ao fato de se tratar de uma nova tecnologia, com sustentabilidade ambiental (ZHONG

etal., 2022).

2.6 EFEITOS DO ULTRASSOM EM PROPRIEDADES DE ENZIMAS

A aplicacdo do ultrassom em reacdes enzimaticas mostra grande potencial para aplicacdes

industriais. Essa tecnologia pode atuar em trés alvos em relacdo as reacdes enzimaticas: enzima e
substrato isoladamente e / ou sistema de reacdo mista (WANG et al., 2018), portanto, diferentes
fatores podem explicar as alteracdes na performance da enzima devido a aplicacdo do ultrassom,
sendo importante a discussdao de cada um deles. A tecnologia de ultrassom pode afetar a estrutura
enzimatica devido a mecanismos fisicos e / ou quimicos (ROJAS, 2017).

O fator limitante para o uso do ultrassom em reacGes bioquimicas é o aumento na temperatura
promovido pela irradiagcdo, uma vez que enzimas podem ser inativadas termicamente. Contudo, este
ndo é de todo um fator negativo j& que a inativagdo térmica de enzimas € importante em alguns
processos biotecnoldgicos. E preciso destacar que a inativagio n&o ocorre em todos 0s casos, pois 0
efeito do ultrassom pode ser destrutivo ou construtivo dependendo da intensidade das ondas (LUO

et al., 2019). A figura 4 apresenta um dos principios que podem permitir a ativacdo enzimética. A
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cavitacdo tende a aumentar o grau de entropia e consequentemente acelerar as rea¢cdes. Entretanto,
o tratamento com ultrassom em frequéncia e intensidade adequada pode levar a um aumento da
atividade enzimatica, sendo utilizado como forma de ativar a enzima (YILMAZ, 2018). Em baixas
frequéncias, o ultrassom favorece algumas reagdes enzimaticas, tanto com a melhora na
transferéncia de massa, quanto atuando sobre a estrutura da enzima (Wang et al., 2018), porém, 0s
efeitos do ultrassom na ativacdo das enzimas ainda nédo estdo bem claros.

Figura 4. Esquema do processo de cavitacdo e oscilacdo das bolhas. Aumento de energia,

variacdo de entropia. (Izadufar et al., 2019)
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Subhedar, Gogate (2013) também observaram mudancas na estrutura da celulase. A atividade
enzimatica aumentou cerca de 24% com a aplica¢do do ultrassom de sonda ap6s 30 minutos de
processo (20 kHz, 17,3 W/cm2, 50 °C). A intensidade de fluorescéncia da celulase tratada com
ultrassom diminuiu em comparagdo com a da celulase ndo tratada, o que confirmou claramente que,
o0 tratamento ultrassdnico diminuiu o namero de triptofano na superficie da celulase. A estrutura
secundaria também foi alterada, sendo observado uma diminui¢do de 12,4% do contetdo de a-

hélice, e um aumento de 29,6% de bobina aleatoria. A aplicagdo do ultrassom de sonda, operando a
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22kHz, 4,5W/ml, 30 °C ap6s 15 minutos aumentou a atividade da pectinase em 21% (MA et al.,
2015). O tratamento alterou a estrutura da enzima, diminuindo a quantidade de triptofano na
superficie da pectinase, além de aumentar o conteudo de folha-B. Yu et al. (2013), demostraram
aumento na atividade da tirosinase de 17,2%, apds 150 minutos de tratamento em um ultrassom de
banho (40kHz, 31W/L, 25°C). Ao analisarem a estrutura da enzima, perceberam mudancas na

conformacéo, com aumento do contetdo de folha-p.

2.7 CICATRIZACAO, BIOFILMES, COLAGENASES E PEPTIDEOS DE COLAGENO EM
PROCESSOS CICATRICIAIS

O inicio da cicatrizacdo ocorre apds a criacdo de uma ferida, definida como uma leséo corporal
que normalmente envolve laceracdo ou ruptura de uma membrana e danos aos tecidos subjacentes. A
lesdo superficial pode ocorrer pela acdo de agentes mecanicos ou térmicos, que levam a ruptura da
pele ou de outros 6rgaos e danos ao tecido e sua vascularizacdo. Em seguida ocorre o sangramento,
a lesdo de endotélio e o extravasamento de proteinas intravasculares e extravasculares. Este ambiente
serve como um estimulo para hemostasia, inflamacdo e outros eventos (NUNEZ et al., 2020). A
resolucdo da lesdo comeca com a hemostasia através da vasoconstricdo e formacdo de coagulo,
levando a cessacdo do sangramento. A figura 4 resumo o processo de cicatrizacdo apds uma lesdo
tecidual.

O estabelecimento de vasoconstricdo para hemostasia dura apenas minutos e em seguida
varios fatores estimulam a resposta inversa que € a vasodilatacdo. Ela é mediada pela presenca de
cininas, histamina, prostaglandinas (especialmente E1 e E2) e leucotrienos. A dilatagéo vascular
aumenta o fluxo sanguineo para a ferida, resultando nos sinais caracteristicos de eritema e calor. O
aumento do fluxo acelera a chegada de células de defesa para a lesdo e a liberagdo de mediadores

para o local da lesdo.
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Figura 4. Esquema cronologico do processo de cicatrizacédo tecidual.
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A medida que os vasos se dilatam, formam-se espacos entre as células endoteliais,
aumentando a permeabilidade vascular. Muitos dos mediadores liberados, entre os quais as
prostaglandinas e histamina também estimulam o aumento da permeabilidade vascular. A figura 5
apresenta vasodilatacdo em conjugacdo com o aumento da permeabilidade, o qual permite o
transporte de proteinas e componentes celulares para o espaco extravascular, de modo que o

extravasamento de fluidos e migracdo das células resultam em edema da ferida.

Figura 5. Inducédo do processo de cicatrizacdo por aumento da permeabilidade vascular e celular.
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Inflammatory Phase (Day 3)

Op ae

Dentro desse aspecto, sabe-se que os peptideos podem atuar aumentando a permeabilidade
vascular e consequentemente induzindo a uma aceleracdo do processo de reparo tecidual
(CHONGYANG et al., 2021). A figura 6 apresenta a degradacdo do colageno e formagdo dos
peptideos de colageno, os quais podem variar de tamanho 1,5 a 8,0 kDa (Sighn et al., 2020).

Figura 6. Degradacdo do Colageno.
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Durante este periodo, de intensa atividade vascular, e variacdo na permeabilidade,

fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e células epiteliais comecam a cobrir o local
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da lesdo e assim, essas células restabelecem a continuidade do tecido atraves da deposic¢ao da matriz,
angiogénese e epitelizacao.

A quitosana é o Unico polimero pseudonatural com carater catidnico e esta caracteristica
diferenciada é responsavel pela maioria de suas propriedades relatadas, tais como, a possibilidade de
interacdo com cargas negativas geralmente presentes na superficie de biomoléculas como proteinas,
polissacarideos anidnicos, acidos nucléicos e acidos graxos, justificando sua atividade sobre elas, sua
solubilidade também € influenciada pela presenca dos grupamentos aminicos protonados que garante
uma maior repulsdo eletrostatica entre suas cadeias e assim, maior a solvatacdo em agua, garantindo
sua solubilizacdo em solucdes aquosas de diversos acidos organicos e inorganicos (SANTOS et al.,
2003). Helander et al. (2001) e Liu et al. (2001) identificaram mecanismos antimicrobianos da
quitosana em estudos realizados com diferentes grupos de microrganismos, tais como bactérias,
leveduras e fungos. A formacdo de uma camada impermedvel através da interagdo com grupos
anidnicos na superficie da célula, impedindo a transporte de solutos essenciais para o seu interior foi
um dos mecanismos propostos. O segundo mecanismo envolve a inibicdo da sintese de RNA e
proteinas por permeacdo no ndcleo da célula.

As trés principais galactomananas utilizadas comercialmente em inddstrias de alimentos e
ndo-alimentos sdo goma guar (Cyamopsis tetragonobus, razdo manose/galactose 1,6), goma tara
(Caesalpinea spinosa, razdo manose/galactose 3,3) e goma de feijdo alfarroba (Ceratonia siliqua,
razdo manose/galactose 3,75) (DAKIA et al., 2008; DEA; MORRISON, 1975; GIDLEY; REID,
2006). Outras galactomananas comercialmente conhecidas sdo a goma extraida de Cassia tora, com
relacdo manose/galactose de aproximadamente 3,0 (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005) e a
galactomanana de feno-grego Trigonella foenum-graecum (razdo manose/galactose 1,1),
comercializadas em menor escala, assim como aquela extraida das sementes de Prosopis juliflora
(razdo manose/galactose 4,2) (FIGUEIREDO, 1983). As galactomananas tém sido usadas como
matriz na liberacdo controlada de drogas, a exemplo da formulagcdo galactomanana/xantana, que ja

foi utilizada como veiculo de liberacdo controlada de farmacos como diclofenato de sodio e teofilina.
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Peptideos bioativos (BAPS) sao fragmentos especificos de proteinas com aproximadamente 2
a 30 aminoacidos e baixo peso molecular. Podem ser obtidos atraves de fontes alimentares como ovo,
leite, peixe, soja, carne ou sangue. Os BAPSs sdo inativos dentro da sequéncia da proteina parental,
porém tém um impacto positivo nos sistemas do corpo humano, com atividades semelhantes a drogas
e/ou hormdnios capazes de modular func@es fisioldgicas através da ligacédo a receptores especificos
de células-alvo, levando a inducdo de respostas fisiologicas (DI BERNADINI et al., 2011,
LAFARGA; HAYES, 2014).

BAPs séo conhecidos por possuirem atividade antimicrobiana, antioxidante, antitrombotica,
anti-hipertensiva, anticancerigena, reguladora da saciedade e imunomoduladora, podendo afetar os
sistemas cardiovascular, imunolégico, nervoso e digestivo (DI BERNARDINI et al., 2011; MARS;
STAFLEU; DE GRAAF, 2012). Com relacdo aos efeitos descritos no sistema cardiovascular, 0s
peptideos bioativos sdo capazes de induzir uma atividade anti-hipertensiva através da inibicdo da
enzima conversora de angiotensina, uma enzima chave na regulacéo da pressao arterial que converte
a angiotensina | em angiotensina Il, um potente vasoconstritor (NONGONIERMA,; FITZGERALD,

2015a).

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do ultrassom na atividade colagenolitica de uma protease previamente
purificada de Aspergillus sp. UCP1276, bem como estudar o potencial biomédico da enzima em
ensaios de Cicatrizacdo e producéo de peptideos com atividade anticoagulante. Ainda, em avaliacao

da sua agdo na cicatrizacao, a enzima foi submetida a dissolugdo em biofilme polissacaridico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Purificar a enzima com atividade colagenolitica através de métodos cromatograficos

convencionais previamente descritos por Ferreira et al. (2016);
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» Estudar o efeito do ultrassom na atividade enzimatica diante dos substratos Colageno Tipo |
e Tipo V, e do substrato azocool; bem como caracterizar a enzima quanto a cinética enzimatica
(determinacao de Km e Vmax) sob a¢édo do ultrassom;
» Auvaliar a producdo de peptideos gerados na hidrdlise dos Colagenos Tipo | e Tipo IV, bem
como sua acao anticoagulante.
> Determinar a acdo adjuvante da enzima purificada e os peptideos gerados em ensaios de
cicatrizacdo, através de preparacao de biofilme de polissacarideos.
> Avaliar o potencial cicatrizante de um novo produto a base de um Blend de polissacarideos,

enzima, peptideos e nanoparticulas de prata.
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Utrasound has been applied for varied purposes as it provides additional mechanical energy o a
system, and is still profitable and straighiforw and, which are advantages for industrial applications.
In this work, ultrasonic reaments were applied to purified collagenase fractions from a fermented
extract by Aspergillus rerrews UCP 1276 aiming to evaluate the potential effect on collagen
hydrolysis. The physical agemt was ewvaluated a5 an inducior of collagen degradaton and
conseguently as a producer of peptides with anticoagulant activity. The sodium dodecy] aulphate-
polyacridamide gel elecirophomesiz analyses were also camied out to compare the hydmlysis
tochnigues, The ulrasound (40 kHz, 47.4 WL ) processing was conducted under the same comditions
af pH and temperature at different times. The whirasound- assisted reaction was accelerated in nelation
o conventimal processing. Collagenolytic activity was enhanced and tested in the presemce of
phee noylmeethan esulfony]l fuende inhibitor. Un dere xposure, the activity was enhanced, reaching maone
than T2 0% of improvement in relation to e non-ex posad enzyme. A period of 30 min of incubation
under ulirasound exposure was enough to efficiently produce peptides with biological activity,
inchding anticoagulation and effect on prothrombin time at about G0%. The results indicate that
lonw-frequency wlirazound iz an enzymatic indwcer with likely commercial applicability acoelerating
the enzymatic reaction. Bioelectromagnetics, © 2019 Bioclectromagnetics Sociely.

Keywords: oollagenase; antcoagulant: proteases: ulirasound prefireatment:; biccatalytic

activity

INTRODUCTION

Proteases represent a relevant class of enzymes
with applications in most varied fields [Madhan et al.,
2007]. For catalyzing protein hydrolysis, they are
used in different industrial sectors, such as detergent,
food, pharmaceuticals, chemicals, leather, and silk, in
addition to the treatment of waste [Pillai et al., 2011;
Vijayaraghavan et al., 2014].

Collagenolytic proteases are proteases that
degrade the collagen molecule and are involved in
physiological processes such as fetal bone develop-
ment, wound repair, and meat tenderization. They are
classified based on their physiological functions into
two types, namely, metallocollagenase and serine
collagenase. These enzymes convert their subsirates
into small fragments, which can be easily removed
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from fabrics. All the proteolytic enzymes found in
detergents are non-specific endo-proteases (e.g.
subtilisin) with a preferred cleavage on the carboxyl
side of hydrophobic amino acid residues, although
they are able to hydrolyze most peptide links
| Daboor, 2010

The microbial sources are relevant for commer-
cial purposes as proteases from plants and animals
are insufficient to supply the increasing market
demands. In general, microorganisms are an excellent
source of enzymes due to their biochemical diversity
and they can be easily genetically manipulated
[Rao et al., 1998].

Aspergillus is in the order Eurotiales, which is
known to have the potential for producing various
metabolites such as antibiotics, organic acids, medi-
cines, enzymes such as milk-clotting and extracellular
proteases. lsolates of the so-called domesticated
species such as Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae,
and Aspergillus tamarii are used in oriental food
fermentation processes and as hosts for heterologous
gene exXpression.

The ultrasound treatment has been applied in
enzyme technology |Bashari et al., 2016]. In parti-
cular, low-frequency ultrasound has been reported for
improving the biotechnological processes, mainly
based on the effects of acoustic cavitation on enzyme
strucure and for enhancement of mass ransfer due
to local turbulence [Szabd and Csiszdr, 2013]. The
proteolytic enzymes such as pepsin have been
discussed as activated or catalytically improved by
ultrasound exposure promoted by conformational
changes in folding, binding, and structure |Delgado-
Povedano and Luque de Castro, 2015], more precisely
in secondary and tertiary structures [Yu et al., 2014

This present work aimed, based on simple
methods, to evaluate the biotechnological potential
of a protease with collagenolytic activity previously
purified from Aspergillus terreus UCP 1276, and to
characterize its activity under ultrasound exposure.
Furthermore, the effects of ultrasonic exposure on
enzyme activity were studied to produce peptides
for potential applications as an anticoagulant in
thrombolytic therapy.

MATERIAL'S AND METHODS

Microorganizm and Fermentation Medium

The fungal species used in this study belonged
to the genus A ferrens UCP 1276 and was
obtained from the Catholic University of Pernambuco
(RENMNORFUNSISBIOTA). The strain was isolated
from Caatinga soil and kept in Czapek agar medinm.
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For all the experiments, fungal spore suspensions with
a final concentration of 107 spores/ml were used. For
production medium, microorganism was cultivated for
10 days at a tempermture of 30 “C using a complex
medium containing 0.025 (g/L) CaCl, 0.005 (g/L)
ZnS0,TH,0. 0.015 (g/L) FeSO,- TH;0, and 0.05 (g/L)
MgS0y-TH:O at pH of 78 in 500 ml Erlenmevyer
flasks. The feather fragments ((0.5% ) were weighed and
added separately to each flask [Anbu et al., 2007]. The
flasks were then mutoclaved for 15 min at a temperature
of 121 *C, followed by inoculation with a fungal spore
from the culmre medium accompanied with shaking at
120 rpm at 30 *C for 10 days. For each day, aliquots of
10ml were collected from the culiures and centrifuged
at 10,000g, the temperature of 4 “C for 20min to
harvest the supematant containing the pmtease. This
supernatant was then used to determine the protein
dosage and collagenolytic activity. As the target
collagenase was an extracellular sample, the filtrate
was analyzed to determine the final pmtein concentra-
tion and activity, and then used as an enzyme source
(referred to as the crude extract).

Gel-Filtration Chromatography: Purification and
Determination of Mokecular Mass

The method used for enzyme extraction was
previously described by Ferreira et al. [2017]. In brief,
after using anionic chromatography on DEAE-se phadex,
for the gel filtration method, an AKTA Avant purifier
(GE Healthcare, Uppsala, Sweden) was used to separate
the protein fractions ehited by Trs-HCI buffer (pH 8)
added by 0.15M NaCl on a Superdex 75 (HR10/3000GL)
PC 32/30 column (GE Healthcare ). The protein profile
of separation was evaluated at 215 and 280 nm,
respectively. The mass determination was achieved
using Ceel Filtration Markers Kit for Protein Molecular
Mass 6,500-66,000Da purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO,

Protease Activity

The protease activity was measured as described
by Ginther [1979]. The assay mixtures of 1.0ml
containing 0.2M Tris-HCI pH 7.2, 1.0mM CaCl,,
1% Azocasein, and 150 pl of purified collagenase
were incubated at 37 “C for 1 h. After stopping the
reaction by adding 1.0 ml of 10% trichloroacetic acid,
the samples were centrifuged at 8.000g for 15 min,
and (.8 ml of the supernatant was transferred into a
second fbe containing 0.2ml of 1L8M NaOH.
Finally, the samples were blended in a vortex mixer
(Vortex Basic K45-2820; Kasvi, S0 Paulo. Brazil),
and the absorbances were measured at A420nm. One
unit of protease activity was defined as the amount of



enzyme responsible for a 0.1 increase per hour in the
absorbance.

Colagenase Activity

The collagenase activity was performed using
the Azocoll method described by Chavira et al.
[1984]. Azocoll was washed and suspended in a
0.2M Tris-HCl buffer (pH 7.8) containing 1.0mM
CaCl up to a final concentration of 5 mg/ml. There-
after, 50 W of sample and 950 pl of buffer were mixed
with 5mg of Azocoll suspension in a 1.0 ml reaction
tube and incubated at 37 *C in a water bath at &) min.
Following this procedure, the samples were chilled in
ice for Smin to stop the reaction and then centrifuged
at 8,000g, and 4 °C for 20 min. The absorbance of
the supernatant was measured at A520 nm using a UV-
VIS spectrophotometer (Ultrospec B0 Spectrophot-
ometer; GE Healthcare). One unit of enzyme activity
(1) was defined as the amount of enzyme per ml of
crde extract that resulted. after 60 min of incubation,
to an absorbance increase of 0.1 at A520 nm, becanse
of the formation of azo dye-linked soluble peptides.
The specific activity was calculated as the ratio of the
enzymatic activity to the total protein content of the
sample and expressed in U/mg.

Protein Determination

The protein content of the samples was deter-
mined by the methods of Smith et al. [1985], using
bovine serum albumin as standard,

Ultrasound-Assisted Biocatalytic Activity
Ultrasound-assisted enzyme activity was carried
out following the method proposed by Owsianko
[2005], with modifications. The independent variable
was time (530 min). In brief, microtubes (1,000 pl)
containing the purified collagenase (0.300mg/ml) in
02M Tris-HCI buffer (pH 7.8) added by collagen
(5.0mg) were distributed in a plastic shelf and placed
in the center of an ultrasonic water bath (Ultmsound
bath, model USC 1850A; Unique, S30 Paulo, Brazil),
with internal dimension of 3015 x 10cm. with a
volumetric capacity of 9.5L. equipped with five
transducers arranged below the vat. at a frequency of
40kHz and nominal power of 450 W rms. The total
volume of the reaction mixture was 1.0ml The
exposure conditions were rigorously maintained across
the muliple samplesfassays. All tests were performed
in the same environmental chamber. The starting
temperamre for all the ulrasonic experiments was
40+ 2 *C and cooling was applied through the jacketed
reactor (wall thickness 5 mm) by use of water pumped
through a cryostatic bath (ISOTEMP Thermostatic;
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Ultrasondc water bath

Tank | 20x1 570 cm)

4tm

Water

Shalfwith samples Transdhucer, 48 kHz, 155 W

Eppendorf tubes

Fig. 1. Spatial distdbution of samples in the ultrasonic water
bath. The disposition of samples differed between tests.
Eppandor! tubes (along z-axis) located at 21/4 2 em. Frontal
wview of support with measuremeants of spatial disposition of
Eppandorf tubas on the shall.

Fisher Scientific, Waltham, MA). t©o control the
temperature of the samples, preventing overheating.
Control samples were maintained in the same condi-
tions (temperature, humidity. lnminosity, and reaction
time) as the treated group. The acmal volumetric power
delivered to the enzyme solution was 474 W/L
(obtained by ratio between 450 W/A.5 L), which was
measured following the calorimetric method described
by Tiwari et al. [2008]. The samples were completely
immersed in water (as shown in Fig. 1) and the
exposure times corresponded to 5, 15, and 30 min.
After time reaction, samples were centrifuged, and the
supernatants were collected, concentrated, and Iyophi-
lized to evaluate the degradation and enzymatic
analysis. The supernatants were stored at —20 “C until
analyses. The experiments were conducted in triplicate
and the results shown as standard deviation.

Collagen Hydrolysis by the Purified Collagenase and
Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE)

To estimate its collagenolytic activity, the
purified enzyme was incubated in the presence of
type | collagen from bovine Achilles tendon (Sigma
Chemical, 5t. Louis, M0O). Type 1 collagen at
5.0 mg/ml was incubated with an appropriate amount
of collagenase (45 mg) in Tris—-HCI buffer at 37 *C
for 5. 15, and 30 min, respectively, under ultrasound
effect using the ultrasonic bath. Post-reaction, the
samples were precipitated with 20% trichloroacetic
acid (TCA) to remove proteins, and the supematants
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were nentralized with NaOH, vophilized, and sub-
jected to SDS-PAGE, followed by staining. The
peptide patterns generated by collagen hydrolysis
were determined by SDS-PAGE, by separation in
12.5% gel and stacking in a 4% gel, according to the
method of Laemmli [ 1970]. The gel was stained and
detained, as described earlier. The Molecular Mass
Marker Kit, lvophilized powder, for molecular mass
1400069000 was purchased from Sigma-Aldrich.
The protein standards are as follows: bovine serum
albumin (66.0 kDa), ovalbumin (45.0 kDa), glyceral-
dehyde 3-phosphate dehydrogenase (36.0 kDa), car-
bonic anhydrase (29.0 kDa), trypsinogen (24.0 kDa),
soybean trypsin inhibitor (20,1 kDa), and lactalbumin
(14.2 kDa).

Anticoagulant Activity in Human Platelet-Poor
Plasma (PPP)

The method of blood suspensions obtained with
sodinm citrate anticoagulant centrifuged at 3,000z and
at 25 “C were used to obtain PPP. A coagulometer
BFT 1l (Dade Behring, Deerfield, IL) was used to
evaluate the anticoagulant effect of the product
peptides from the collagen degradation under ultra-
sound conditions, by analyzing the activated partial
thromboplastin time (APTT), prothrombin time (FT),
and thrombin time (TT). Different concentrations of
the peptides (0, 30, 40, and 50 pg/ml) were used in the
tests. The negative controls were prepared differently
depending on the test: for PT and TT assays. 50 pl of
PPP was added to 50 pl of (.15 M NaCl (incubated at
37 °C for 1 min), followed by addition of 100 pl of
Thromborel S and Thrombin ( Dade Behring) reagents:
for the APTT assay, 50 pl of PPP was added to 50pl
of 0.15M NaCl and 50 pl of Dade actin-activated
cephaloplastin reagent (Dade Behring: incubated at
37 °C for 2min), followed by the addition of 50ul
of 0.025M CaCl,. The control times for APTT, PT,
and TT were 33.7, 13.0, and 23.0 5, respectively. The
coagulation inhibiion (CI) index was calculated
as follows:

_cT
CT,

CI

where CT, is the coagulation time for tests and CT,
is the coagulation time for controls. The samples were
used under ultrasound effect for 30 min.

Statistical Analysis
Data are presented as mean + standard error of
the mean (SEM) of three replicates.
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RESULTS AND DISCUSSION

Purification Process to Obtain Colagenase From
Aspergilus sp UCP1276

The protease with collagenolytic activity was
purified from the metabolic extract by Superdex G-75
HEAOE0GL (GE Healthcare) column. The results
of the purificaion procedure are summarized in
Figure 2. The peak obtained in Figure 2 showed
263 Uimg of activity against the synthetic reagent
Azocoll (Sigma Chemical) and was then chosen to
be further used in other bioassays.

Urasound E ffects on Protease Activity

For many vears, ultrasound has been employed
as a method of enzyme inactivation, whereas some
works have stated that ultrasound did not inactivate
all enzymes under mild conditions. Ultrasound has
positive effects on enzyme activity and can be used
to accelerate enzymatic reactions. The involvement
of ultrasound in enzymatic reactions shows excellent
potential for industrial applications. In this work, the
ultrasonic  treatment used throughout the whole
process of enzymatic reactions is demonstrated.

The ultasound irradiation on the purified
enzyme was studied in different simations of reaction
time and in the presence or absence of PMSF inhibitor
to wverify a possible mechanism of action of the
ultrasound reatment on the enzyme catalysis. Under
exposure, the activity was enhanced, reaching more
than 72.0% of improvement in relation to the non-
exposed enzyme (Fig. 3a), with the activity being
stable during 30min of exposure (Fig. 3b). In relation
to the influence of the ultrasound exposure time on the
enzyme activity, Szabé and Csiszdr [2013] observed
a reduction of the enzymatic activity of commercial
cellulase after 63 min, while Zhou et al [2013]
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Fig. 2. Elution profila of collaganase from Aspargillus UCP
1276 through gel filtration chromatkgraphy on Superdex 75
column (AKTA avant).
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Fig. 3. (a) EMects of ultrasound exposure on the purified
collagenase using Arocool as substrate. The meacton
time was evaluated until 200min. The assays weane divided
by reactions patially inhibed and non-inhibited by
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during prolease reaction (——j, nalive anzyme [——),
contral (), and negative control (+). (b} Collagenase
previously purfied without ultrasound conditions. Mative
collagenase oblained from gel filtration.

observed catalytical improvements after 20 min of
enzyme reaction under uhrasound irradiation, with
subsequent loss of activity.

The test in the presence of inhibitor showed that
under ultrasound exposure, the inhibitor effects were
relatively diminished when compared with the enzyme
activity in the presence of inhibitor but non-exposed.
At the same time, the inhibition by PMSF with
posterior ultrasound exposure did not aler collageno-
Iytic activity, when compared with the non-exposed
samples. The loss of the PMSF inhibition due to
ulirasound treatment could probably be directly related
to vibmtional forces that would hinder the linkage
inhibitor-enzyme or even indirectly by thermodynamic
implications, which would affect the probability of
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interaction between the inhibitor and enzyme by
energetic reasons (caused by changes in the liguid
pressure and temperature due to acoustic cavitation ).

The significant increase in the use of enzymes
in commercial and industrial applications has high-
lighted the need for their functionality and stability.
Ultrasound, as a physical maodification method,
provides mechanical forces that are able to modify
enzyme conformation and affect its catalytical poten-
tial by improving the enzyme-substrate interaction.
The absorption of an ulrasound wave in water is
primarily due to viscosity (described by Stokes™ Law),
and results in an attenuation coefficient proportional
to the square of the frequency, relating & to the total
attenuation .

Many mechanisms on how ultrasound irradiation
affects the enzyme activity have been extensively
discussed in the literature. The most likely mechanism
reported is the acoustic cavitation [Islam et al., 2014],
which results when ultrasound waves promote implo-
sion and fragmentation of gas bubbles in a liquid
medium. Gebicka and Gebicki [1997] have discussed
that the collapsing bubbles cause physical alterations in
the medium leading to an increase in the temperature
and pressure and consequently could influence the
enzyme activity pmfile, although a limited number of
studies have reported enhanced in vitro enzyme
activity | Barton et al., 1996]. Islam et al. [2014] have
commented that the combination of heat, pressure, and
pressure plus heat induced by ultrasound could be
significantly effective on enzyme activities. The authors
cited enzymes such as peroxidase, lipase, amylase,
and also proteases (trypsin) as being inactivated by
ultmsound, following a protein denaturation promoted
by mechanical forces from the cavitating bubbles or by
the action of free radicals formed by sonolysis of water.

On the contrary, other smdies have proposaed
alternative theories to ehcidate the sonic effect on
enzymes. Schmidt et al. [1987] have discussed that
increased diffusion and substrate concentration altera-
tions could result in improved enzyme activity stinm-
lated by ulirasonic fiekds. Barton et al. | 1996] have cited
localized increases in temperatre and enhanced mixing
of substrate, enzyme, and products to promote enzyme
activation. Johns [2002] has proposed a mechanical
mechanism called frequency resonance hypothesis,
which suggests that ultrasound irradiation provides
enough energy to induce tmnsient conformational shifts
in enzymes (rning conformational shapes on and off),
altering their activity performance.

The effect on proteases by ultrasound irradiation
is controversially reported. Smdies have shown that the
different possibilities to influence enzymatic activity
by ultrasound treatment, including the effects on both

Bipelecrromagre des
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Fig. 4. Hydrolysis of collagen by collagenase protease
ovar tima. (a) Hydrolysis of collagen type | without
ultrasound conditions at diferent times (0, 5, 15, and
30min). (b) UWrasound exposure time 5 15 and 30 min.
During these time intervals, the samples were analyzed

by 12% sodium dodecyl sulphate-polvacrylamide gel
elactrophoresis (SDS-PAGE). M, markers.

enzyme and substrates, could determine whether the
activity is increased or inhibited. Abadia-Ciarcia et al.
[20016] discussed how high uhmsound densities would
canse direct rearmngements in the protein structure
as well as protein aggregate formation, resulting in
alterations in the protein hydrolyze level. This would
justify why enzyme inactivation by ultrasound irradia-
tion is often reported.

Figure 4 presents the ability of collagenase from
Aspergillus to hydrolyze the collagen after ultrasound
exposure. There were no observed differences in visual
degradation through the SDS-PAGE technique. Per-
haps by using two-dimensional (2D)-electrophoresis,
the results may be visualized with more efficiency.
Besides, still in Figure 4, the collagen control was not
submitted to SDS-PAGE for its insolubility.

Vemet et al. [2001] have observed inactivation of
trypsin and a-chymotrypsin due to their susceptible
stucture, which does not allow them to resist the
dismptive forces that are generated under sonic irradia-
tion. Owsianko [2005] sudied the effects of ulirasound
exposure on  proteolytic .[I::Il‘i"['[_‘j." and activation of
chymotypsinogen and trypsinogen, and ubsmed a
significant decrease (at a potency of 26.4 W/cm') in the
activity of trypsin and chymotrypsin and inhibition of
the protein’s activation.

At the same time, Kim and Fayas [1991]
observed that higher-energy ultrasound exposure in-
hibits the proteolytic activity of chymosin. Following
the authors, the prolonged exposure to high ultrasound
intensities could directly inactivate enzyme-active sites.
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In contrast, lower ulrasound intensities could enhance
enzyme activity, based on the mechanisms of substrate
diffusion and mechanical forces (considering treatment
of both enzyme or substrate), particularly for enzymes
in general |Schmidt et al., 1987| and also particularly
for proteases [Jyothi and Suneetha, 2010; Chemniavsky
et al, 2011; Abadia-Garcia et al, 2016|, which
correspond with the results in the present smdy.

Wang et al [2017] reported that ulrasound
treatment improved the reduction capacity and iron-
chelating potential of hydrolysates of soybean protein
fractions |75 (b-conglycining and 115 (glycinin)]. The
anthors justified ulrasound effects by an enhancement in
the contact of the protein fractions with enzymes and by
activation of soybean antioxidant peptides. At the same
time, Ajmal et al. [2016] found that the low-frequency
ulrasound was able to improve the activity of the free
enzyme by 22 times when compared with non-exposad
reactions, and additionally, no molecular damages were
caused by the weatment. Similar results were found by
Uluko et al. [2013] and George et al. [2014].

Collagen-Degrading Peptides for Anticoagulant
Activity

Our results demonstrate the high efficiency of
collagenase to hydrolysate collagen at different times.
Marchetti et al. [2018] have shown that CALB, a lipo
enzyme, is auseful catalyst for esterification reactions.
However, the time required for achieving the reaction
equilibrinm was around 72 h. It will be of great benefit
if this equilibrium time is reduced as this will have
a positive impact on the production rate of industrial
Processes.

Figure 5 presents the results of the action of
peptides from the collagen hydrolysis on the APTT.
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Fig. 5. The affect of peptides produced by collagen
hydralysis on anticoagulant activity was assayed. Time ol
ulrasound exposure was delmined and assayed
according to: (=) 30 min; (*) 15 min: (w) 5 min of exposure.



There was an observed increase in an anticoagulant
activity together with an increase in the concentration
of peptides, which is associated with the time of
ultrasound exposure. By comparing the reaction times
needed. it is evident that more prolonged ultrasound
exposure improves production formation.

CONCLUSION

Ultrasound is an acoustic wave with a frequency
of N20 kHz that needs a medium to propagate.
Accompanied by the spread of an ulirasonic wave,
a series of alternating cycles of compression and
rarefaction emerge in the liguid medium. The
application of ultrasonic waves to hydrolysate col-
lagen and to produce peptides with hiological
applications has been proposed. This research was
the first to evaluate the effect of ultrasound in the
collagenase reaction, as well as pretreatment in
the substrate and enzyme. We demonstrated how the
ultrasound favors collagen hydrolysis and collagenase
activity using an enzyme obtained from A. ferreus.
We can thus affirm that the positive effects of
ultrasound are related to turbulence and mass ransfer
during the reaction. The increments on the collageno-
Iytic effects under the influence of ultrasound indicate
that the purified protease, as well as the method of
ultrasound exposure, would have great potential in the
pharmaceutical and medical industries. by producing
collagen peptides with biological activity.
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NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO DE COLAGENO

Resumo: Os filmes ou membranas para revestimentos sdo definidos como matrizes preparadas a
partir de biomateriais e amplamente utilizadas desde a area farmacéutica até a alimenticia. Quitosanas
e galactomanana apresentam propriedades fisicas particulares para diferentes formulacGes
filmogénicas, sugerindo sua promissora utilizacdo como curativo topico de feridas, por exemplo.. O
presente produto descrito € um biofilme formulado a base de um blend polissacaridico (quitosana e
galactomanana), atoxico, hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de acesso facil, associado as
nanoparticulas de prata, com caracteristicas antibacterianas, oriundas de bioativos de origem
microbiana, os quais podem potencializar o efeito cicatrizante de feridas. Os bioativos presentes no
filme sdo obtidos a partir de um processo de degradacdo enzimatica contendo enzima colagenase e
colageno bovino Tipo IV em reacdo térmica (30°C), sob agitacdo magnética por 1h. ApoOs o
procedimento de hidrolise, a essa solucdo contendo enzima e peptideos de colageno foi adicionada
solucdo de nitrato de prata para sintese verde de nanoparticulas. Ao final, foi preparada uma mistura
homogénea de quitosana, galactomanana (obtida de Cassia grandis) e bioativos de nanoparticulas de
prata para a formacdo do produto. O biofilme, rico em bioativos, por apresentar moléculas naturais,
apresentam acdo hipoalergénica, e sdo capazes de acelerar o processo cicatricial. Assim, as
caracteristicas do biofilme o tornam mais do que viavel a sua utilizacdo como suporte para

imobilizacdo de sistemas de liberagdo de drogas.
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. QUAL 0O VINCULO DO INVENTOR EXTERNO (SE HOUVER) COM ESTA INSTITUICAO? DESDE QUE DATA

EXISTE ESTE VINCULO?

. EM ALGUM MOMENTO ESTE INVENTOR EXTERNO ESTEVE VINCULADO A UFRPE? QUAL FOI O VINCULO?

(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 1)

TITULO DO INVENTO (Utilize termos técnicos)

BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM
HIDROLISADO DE COLAGENO

PALAVRAS-CHAVE RELACIONADAS AO PRESENTE INVENTO:

1. |Biofilme 5. Peptideos

2. | Biotecnologia 6. Fungos filamentoso
3. |Cicatrizacao 7. Colagenase

4. |Cassia grandis 8. Blend polissacaridico

DESCREVA OBJETIVAMENTE O CAMPO DE INVENCAO
(Exemplo: novo uso do equipamento, processo para tratamento de efluentes, equipamento para ....,
etc.)

A presente patente de invencdo propde através de um processo bioldgico, verde, atoxico e
biodegradavel, a formulagdo de um produto a base de polissacarideos sustentavel, economicamente
viavel e composto por material natural e biodegradavel, utilizando como suporte o biofilme composto
de quitosana de camardo e galactomanana de Cassia grandis, planta do género Cassia sp., eficaz na
producdo de filmes polissacaridicos. Ainda, para acelerar o processo cicatricial, foram adicionados

adjuvantes ao processo de producdo do filme, tais como: enzima colagenolitica, peptideos e
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nanoparticulas de prata. Esta invenc¢do esta situada no campo da biotecnologia e visa acelerar o tempo
de reparo tecidual causadas por ferimentos, queimaduras superficiais e reduzir as co-infeccoes, dessa
forma reduzindo o custo da producéo industrial para sua aplicacdo no setor hospitalar. O processo
proposto utiliza a formacgé&o de uma solugéo de compostos por meio de agitagéo orbital e secagem em
estufa a 37°C.

DESCRIC}AO DETALHADA DO INVENTO

(Apresente seu invento com suficiéncia descritiva e indique, quando for o caso, a melhor forma de
execucdo. Dependendo da &rea de invencdo, descreva composicdo, processo de preparacéo,
posologia, forma de administracéo, efeitos adversos, direcdo do fluxo, descricdo detalhada das
pecas, passo-a-passo do processo, etc.) (Se necessario anexe descricao adicional)

A presente invencgéo detalha a formulacdo de um biofilme gerado a partir da fusédo de um gel
contendo uma mistura de galactomanana extraido das sementes de Cassia grandis e quitosana obtida
da casca de camardo Litopennaeus vannamei, adicionado a uma mistura de nanoparticulas de prata
formada a partir de peptideos e enzima obtidos através da degradacdo do colageno tipo IV por
colegenases microbianas. O produto proposto, em si, passa por trés etapas distintas para sua obtencéo:
ETAPA I. Formacdo de blend por meio da associacdo da galactomanana com a quitosana. Para obter
a galactomanana, o extrato vegetal € obtido por meio de agitacdo de solu¢do composta por solucao
salina NaCl a 0,15 mol/L e da farinha de sementes de Cassia grandis. A agitacdo é realizada por meio
de agitador magnético no periodo de 4h, em temperatura de 4°C. Ap6s o periodo de agitacdo, o extrato
foi centrifugado a 11.180xg para remocdo de impurezas com densidade mais elevada. O extrato
limpido é submetido a precipitacdo com etanol 40% para obtencdo da galactomanana. ETAPA 11.
Obtencéo das nanoparticulas de prata pela unido de Ag+ com os peptideos resultantes da degradacéo
do colageno tipo IV e da colagenase, enzima utilizada para degradar coldgeno. Apds o processo de
degradacéo do Colageno tipo 1V (5mg/mL) utilizando enzima colagenase (1mg/mL), por 1h a 37°C,
uma solucéo de nitrato de prata (10mm) é adicionada, por 4h a 10°C, para sintese das nanoparticulas

de prata. ETAPA 1Il. Fusdo das etapas anteriores para a formacdo do biofilme. A formacgéo do
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biofilme se da pela homogeneizagdo das etapas | e 11 em Erlenmeyer sob agitacéo orbital por 30 min
em temperatura ambiente. Apds, o liquido (10mL) é transferido para placas de petri (150mmx15mm)
para secagem em estufa a 37°C por 24h. Os diferentes tamanhos e formatos do biofilme podem ser
obtidos variando os objetos, sendo assim capaz de forma biofilmes retangulares, circulares etc. A

forma desejada pode ser formulada de acordo com a especificagdo da rea a ser tratada.

DIARIO DE LABORATORIO

Importante apresentar a descrigdo do invento. Informe alguns exemplos de ensaios realizados
até chegar as faixas ideais, inclusive informando os valores trabalhados e identificando a faixa
preferencial ou ideal.

A presente patente propOe a apresentacéo de um processo e obtencdo de um produto através da
formulacdo de um biofilme gerado a partir da fusdo de um gel contendo uma mistura de
galactomanana extraido das sementes de Cassia grandis e quitosana, com uma mistura de
nanoparticulas de prata com peptideos obtidos através da degradacdo do coldgeno tipo IV por
colagenases.

A potencialidade da presente inovacao é ampliar as possibilidades do uso na rede publica
brasileira, onde o tratamento local de queimaduras ¢ feito com a pomada sulfadiazina de prata, na
grande maioria dos servicos de queimados. Na Europa, nos EUA e alguns paises da América do Sul
este mesmo tratamento é realizado com pele humana (homdloga) ou animal (heter6loga). O Brasil
jamais teve um biofilme registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
disponibilizada pelo Sistema Unico de Saude (SUS), para uso nos pacientes queimados, por exemplo.

A metodologia proposta para a formacao do Biofilme é o processo de formacéo do biofilme
envolvendo a combinacéo sinérgica de componentes bioativos. A associacdo da galactomanana com
a quitosana forma um gel que proporciona uma matriz polimérica tridimensional estavel, essencial
para 0 suporte estrutural e adesd@o celular, importantes na engenharia de tecidos e regeneragédo de

tecidos danificados. As nanoparticulas de prata, carregando o peptideo do colageno tipo IV obtido
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pela degradacdo com colagenase industrial, conferem ao biofilme atividade antibacteriana e
propriedades bioativas, inibindo o crescimento de microrganismos indesejados e interagindo com
celulas e tecidos para uma resposta bioldgica adequada. Essa fusdo de componentes resulta em um
biofilme com caracteristicas distintas, como estabilidade, atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade e potencial regenerativo.

Para a formac&o do biofilme foram utilizadas concentrag¢des de quitosana (0,5, 1,0 e 1,5%),
concentracdes de galactomanana de Cassia grandis (1,0, 1,5 e 2,0%) e nanoparticulas de prata
formuladas a base de colagenase e peptideos nas concentracbes de 1,0, 2,0 e 3,0mg/mL. O
experimento foi realizado, entdo, sob um planejamento fatorial 23, variando concentracio de
quitosana, galactomanana e nanoparticulas. Todo o processo de homogeneizagédo ocorreu por 30min
em temperatura ambiente sob agitagdo orbital utilizando mesa agitadora tipo shaker em frascos
erlenmeyers de 125mL de capacidade. Para a formatacéo do filme, foram utilizadas placas de petri
de 60x15mm, 90x15mm e 150x15mm, dependendo do tamanho filme desejado. Em todos os ensaios,

houve sucesso na confeccgdo dos filmes.

INFORMAGCOES SOBRE O INVENTO

(PARA ESTA SEGAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 2)

e DETALHEA INOVAC}AO DO PRESENTE INVENTO
A patente propGe a confecgdo de um novo produto a ser utilizado na area de Sadde Publica a
partir de um blend polissacaridico ativo com a¢do antibacteriana e cicatrizante. Esta invencao visa a
sustentabilidade no tratamento de feridas aliada a biotecnologia sendo um processo que proporciona
rendimento na producéo de biofilmes de interesse médico-hospitalares. Além da sua utilizacao para
0 tratamento de queimaduras e feridas, varias especialidades como urologia, endoscopia,

otorrinolaringologia, odontologia, e ginecologia podem ser atendidas.

e PROBLEMAS QUE O INVENTO RESOLVE OU VANTAGENS QUE APRESENTA

(Exemplo: Eficiéncia, Produtividade, Custo, Qualidade do produto, Reducéo de residuos, etc)
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Na rede publica brasileira, o tratamento local de queimaduras é feito com a pomada
sulfadiazina de prata, na grande maioria dos servicos de queimados. Na Europa, nos EUA e alguns
paises da América do Sul este mesmo tratamento é realizado com pele humana (homologa) ou animal
(heterdloga). O Brasil jamais teve um biofilme registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e disponibilizada pelo Sistema Unico de Saude (SUS), para uso nos pacientes
queimados. O Ministério da Saude preconiza que o Brasil deveria ter 13 bancos de pele, entretanto,
existem trés em funcionamento, em Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Parang, que nao suprem 1% da
necessidade de pele do pais. Dessa forma, a utilizacdo do biofilme seria imprescindivel para
suprimento imediato.
COMPARE O PRESENTE INVENTO COM A TECNOLOGIA ATUALMENTE
UTILIZADA (Hé& produtos similares no mercado? Em caso positivo, quais as vantagens desta nova
tecnologia?)

Na rede publica brasileira, o tratamento local de queimaduras é feito com a pomada
sulfadiazina de prata, na grande maioria dos servicos de queimados. Na Europa, nos EUA e alguns
paises da America do Sul este mesmo tratamento é realizado com pele humana (homologa) ou animal
(heterologa). Os curativos atuais sdo extremamente caros, inviabilizando o seu uso rotineiro. A
utilizagdo de pele humana tem um limite muito extenso, justamente devido a quantidade de tecido
viavel para uso. Assim, utilizar o biofilme produzido através de um blend polissacaridico com agéo
antibacteriana e cicatrizante é super valorizado e indicado e resolveria todos os outros pontos
abordados anteriormente.

DESVANTAGENSEKNJLMMTAC@ESDOINVENTO

O uso de nanoparticulas dependera do rendimento da producao, isolamento e purificacdo da
colagenase para, entdo, degradar o colageno e produzir peptideos. Como o Biofilme precisa desses
bioativos, um aumento na escala de producéo e purificagao serd necessario.
USO PRESENTE E FUTURO DO INVENTO

Uso presente:
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Quitosana apresenta atividade antibacteriana
Quitosana é utilizada como suporte para purificacdo de bioativos
Galactomanana de Cassia grandis é utilizada como suporte para lectinas
Galactomanana apresenta caracteristicas reologicas importantes para imobilizagdo de ativos.

Uso futuro:

O Biofilme podera ser utilizado:

Modular a fase inflamatéria e proliferativa da cicatrizacdo de queimaduras superficiais;

Como curativo oclusivo em gqueimaduras superficiais.

Curativo para feridas.

Obtencdo de compostos bioativos de forma sustentavel na forma de agente imobilizante.

NA SUA OPINIAO, QUAL O ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO DE SEU INVENTO

COM RELACAO A COMERCIALIZACAO?

() Tedrico
() Pesquisa preliminar

Estagio avancado da pesquisa
H) Finalizada completa em laboratério
() Protdtipo de trabalho

TIPO DA INVENCAO
(X) Processo

(X) Produto

() Método

( ) Outro

ANTECEDENTES DA INVENGAO

(PARA ESTA SECAO, SE NECESSITAR DE FOLHA ADICIONAL, IDENTIFIQUE-A COMO ANEXO 3)

COMO A PRESENTE INVENCAO DIFERE DO ATUALMENTE CONHECIDO NO

ESTADO DA TECNICA? (Faca um comparativo com o presente pedido de patente de invencéo)
Essa invencdo pertence ao setor técnico de biotecnologia e cuidados com a salde. Descreve um

produto inovador a base de quitosana e nanoparticulas de prata associadas a hidrolisado de colageno,

com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e pré-cicatrizantes, para o tratamento de lesdes
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cutaneas em humanos e animais. Esse produto, obtido por um processo especifico, apresenta
estabilidade, biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradabilidade e capacidade de liberacéo
controlada da substancia ativa, favorecendo a cicatrizacdo de feridas, especialmente as complexas.
Além disso, destaca-se o baixo custo relativo da quitosana e o alto teor de substancias benéficas do
hidrolisado de colageno. A aplicacdo desse produto e processo pode beneficiar industrias médicas,
veterinarias, cosmeéticas, de curativos e farmacéuticas, ampliando as opg¢des terapéuticas e
promovendo avangos no cuidado da pele e cicatrizagcdo de feridas. Essa inovacgao representa uma
contribuicéo significativa para a area, oferecendo um produto eficaz e versétil para o tratamento de
ferimentos em diversas aplicacdes e setores industriais. Além disso, o uso desses biofilmes pode ser
explorado em outras inddstrias relacionadas a satide, como a cosmética e a fabricagdo de curativos.
FOI FEITA ALGUMA BUSCA DE PATENTES? EM CASO POSITIVO, INFORME AS
PATENTES E O DIFERENCIAL EM RELAC}AO A NOVA TECNOLOGIA ORA
PROPOSTA. (O NIT - UFRPE realiza busca nos bancos de patente nacional e internacionais, e
encaminha aos inventores para analise.)

A patente BG66767B1 refere-se a uma composicédo biologicamente ativa para tratamento de feridas
cronicas contendo protease, glicerina, hidrolisado de colageno, ions de magnesio e zinco, vitaminas
e anti-septicos. Sendo previsto para uso de tratamento de defeitos da pele, como picadas, inflamacao
em queimaduras ou insetos, atingindo hematoma de ferimento, para liquen ou sarna de psoriase e
afins. A presente patente apresenta vantagens distintas em relacéo a patente BG66767B1, destacando-
se pela presenca de nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas aprimoradas e
liberacéo controlada da substancia ativa. Além disso o biofilme é relativamente mais barato uma vez
que € composto por quitosana e galactomanana e pode ser obtido de fontes diversas, facilitando sua
extracdo. Além disso, a protease com atividade colagenolitica e os peptideos de colageno aceleram o
processo de cicatrizacdo proporcionando uma abordagem eficaz e versatil para o tratamento de

diversos tipos de feridas, incluindo picadas, inflamacdes, queimaduras, lesdes cutaneas e afins.
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A patente US4060081A descreve uma pele sintética composta por membrana de multiplas camadas,
cuja primeira camada é formada por hidrolisado de coldgeno e polissacarideo e a segunda camada
composta por uma membrana de material sintético como como resinas de silicone, poliacrilato ou
ésteres de polimetacrilato ou seus copolimeros e poliuretanos. A presente patente difere de
US4060081A por proporcionar biofilme cicatrizante biocompativel, flexivel, biodegradavel e com
capacidade de liberacdo controlada, favorecendo a cicatrizagéo de feridas complexas.
A patente EP0187703B1 defende sistema de liberagdo continuada composto por preparacdo de
quitosana, polimero e farmaco que ndo inclua uma proteina solivel em &gua. A presente invencao
difere da citada uma vez que propde biofilme incorporado com nanoparticulas de prata e hidrolisado
de colageno, proporcionando ndo s6o um produto pro-cicatrizacdo como antimicrobiano.
A patente BR1020180751573A2 defende o uso de colagenase em composicdo de creme
dermatolégico para o tratamento de queimaduras e feridas compreendendo um ingrediente ativo
farmacéutico API Sulfadiazina de Prata 1% (10 mg/g) e Colagenase 0,006% 0,6 U/g e um sistema de
base para creme hidrofilico. A presente patente difere de BR1020180751573A2 por utilizar biofilme
incorporado com nanoparticulas de prata (AgNP) associada a hidrolisado de colageno, favorecendo
a epitelizacdo e cicatrizacdo de feridas, além de reduzir as chances de contaminagdo microbiana pela
acdo antimicrobiana da AgNP.
A patente P196069970A descreve uso de polimeros sollveis em agua para liberacdo controlada de
colagenase usado no melhoramento de tecido cuténeo. Diferentemente, a presente patente utiliza
blend polissacaridico (quitosana e galactomanana) associado a nanoparticulas de prata oriundas de
bioativos de origem microbiana. Essa combinacdo proporciona propriedades antimicrobianas
aprimoradas, acao anti-inflamatoria, estabilidade e liberagdo controlada da substancia ativa. Além
disso, o biofilme cicatrizante formulado na sua patente possui biocompatibilidade, flexibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de liberacdo controlada, favorecendo a cicatrizagdo de feridas,

especialmente as complexas. Com isso, 0 seu produto oferece uma abordagem inovadora e eficaz
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para o tratamento de lesGes cutaneas em humanos e animais, contribuindo para o melhoramento e
regeneragéo do tecido cutaneo.
US109530433B2 apresenta um produto, composto por multiplos componentes junto a nanoparticulas
de prata, que propde tratamento para infec¢Ges causadas por virus, bactérias e fungos. A presente
patente difere de US109530433B2 por associar as nanoparticulas de prata a substancias com acao
cicatrizando, possibilitando seu uso no tratamento de feridas. O biofilme cicatrizante formulado nessa
patente apresenta estabilidade, biocompatibilidade, flexibilidade e capacidade de liberag&o controlada
da substéancia ativa, favorecendo a cicatrizagéo de feridas complexas em humanos e animais.
A patente US20160220606A1 descreve sistema multicamadas composto por prata coloidal, cobre
coloidal e 6xido de zinco coloidal misturados em agua purificada estéril para tratamento de feridas,
funcionando como antimicrobiano. A presente patente difere da citada por utilizar biofilme composto
por quitosana e galactomanana associados a nanoparticula de prata com hidrolisado de colégeno,
possibilitando o uso tépico de um produto com alta durabilidade, biodegradavel e com acédo
cicatrizante e antimicrobiana.
A patente KR20120137642A é constituida por nanoparticula de prata atrelada a sulfato de condroitina
para tratamento de feridas ao mesmo passo que previne a proliferacdo de bactérias e assim, acelerando
a recuperacao do tecido. A presente patente difere de KR20120137642A por apresentar produto com
nanoparticulas de prata e hidrolisado de colageno associados a biofilme polissacaridico com
capacidade de liberacdo controlada da substancia ativa, permitindo uma acdo prolongada e eficaz no
local da ferida, reduzindo a necessidade de trocas. Ele também promove a estabilidade do ambiente
da ferida, mantendo umidade adequada e evitando a desidratagdo do tecido, bem como
biocompatibilidade evitando reagdes adversas. Além disso, o biofilme polissacaridico é flexivel, o
que facilita sua aplicacdo em diferentes tipos de feridas, incluindo feridas complexas. Por fim, seu
baixo custo relativo, principalmente devido a disponibilidade e preco acessivel da quitosana e da

galactomanana, torna essa tecnologia mais viavel economicamente.
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e A patente WO2018015976A1 descreve produto usado para tratamento de feridas e controle de

infeccdo composto por nanoparticulas de prata como agente antibacteriano, um agente antioxidante

como acido gélico e Esfingosina-I-fosfato como indutor da proliferacdo de células endoteliais. A

presente patente difere de WO2018015976A1 ao oferecer um produto que combina nanoparticulas

de prata, hidrolisado de colageno e biofilme polissacaridico, proporcionando liberac&o controlada da

substancia ativa, estabilidade do ambiente da ferida, biocompatibilidade, flexibilidade e baixo custo.

e \WO02014147638A1 descreve matriz para uso em cicatrizacdo de feridas compostas por: algodao,

quitosana, nanoparticula de prata e antioxidante, a presente patente diferencia-se por proporcionar

produto mais eficaz e economicamente vidvel para o tratamento de feridas, representando uma
inovacao significativa no campo da cicatrizacdo e cuidados com a pele.

DATAS DE EVENTOS NO DESENVOLVIMENTO DO INVENTO:

EVENTO DATA APROXIMADA
Concepcgéo marco de 2022

Inicio das Atividades agosto de 2022

Croquis e Desenhos setembro de 2022

Primeira Descricdo (relato) outubro de 2022

Modelo (proto6tipo) em operacgédo novembro de 2022 a marco de 2023
Primeira Publicacdo X

Primeira Apresentacdo Oral X

Prova de validade do principio maio de 2023

Conclusao do prot6tipo maio de 2023

e NOVIDADE DO INVENTO

Sim Nao sei

1. Conhece um outro invento com caracteristica similar? X
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2. Houve alguma patente depositada/requerida de um invento similar X

3. Ha pesquisa bibliogréafica relacionada com o invento X

Se 1 for afirmativo, indique as principais referéncias bibliograficas relacionadas ao presente invento,
anexando, se possivel, copia:

EXPERIENCIA COM REGISTRO DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL

Sim N&o
1. A presente invencdo ja foi revelada fora da Universidade? X
2. Esteve pessoalmente envolvido em outro processo de patente? X
3. Ha alguma protecéo de propriedade intelectual aplicada a esta invenc¢éo? X

e Se 1 for afirmativo, informe detalnadamente, as circunstancias e anexe coépia do
trabalho.(Exemplo: Apresentacdo em conferéncias, publicacdes cientificas em revistas,

comunicacdes informais, patentes, normas)

Alertamos que a divulgacdo de aspectos da invencdo que por ventura ndo tenham sido
comunicados a este Escritdrio podem prejudicar a expedicdo da carta-patente no Brasil, assim

como eventuais solicita¢fes de patenteamento no Exterior.

APLICACAO INDUSTRIAL

Sim Nao
1. O presente invento ja foi revelado a inddstria? X
2. Foi demonstrado interesse comercial? X

Se 1 for afirmativo, informe quando, onde, e que tipo de invento:

° Se 2 for afirmativo, informe nome, contato e telefone da empresa:
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FINANCIAMENTO DA PESQUISA

Foi feito contrato com drgdo financiador ou gerido de acordo com um Termo de Confidencialidade?

Né&o

Nome do agente financiador (6rgao de fomento/empresa/etc.)
NUmero do contrato (anexar copia):

Contato no 6rgéo

O 6rgdo financiador foi informado do invento?

Contrato via Fundacdo de Apoio da Universidade ( )sim (X ) néo

TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

COMENTE A POTENCIALIDADE DE COMERCIALIZACAO DA PRESENTE
INVENCAO. (Especifique areas de aplicacdo e/ou produtos que imaginas que possam utilizar esta
nova tecnologia)

A presente patente tem a potencialidade de substituir ou ser acoplada ao mercado hospitalar uma
vez que o potencial de escalonamento é muito mais favoravel que o mercado atual disponibiliza. Os
biofilmes podem funcionar como dispositivos do tipo curativos externos, e uma vez sendo
hidrossollveis, ndo haveria necessidade de substituicdo por retirada do material, apenas, lavagem do

local e aplicacdo de um novo biofilme, como trocas diarias.

CITE MERCADOS OU EMPRESAS QUE PODERIAM TER INTERESSE EM
CONHECER ESTA NOVA TECNOLOGIA (setores industriais / farmacéuticos / médicos /
agronegocios)

Setores farmacéuticos (Bayer, Bristol-Myers, Pfizer, Medley, Hebron, Lafepe, Natulab);
Industrias produtoras de reagentes e Kits diagndésticos (Sino Biological inc, Sigma, WAMA

Diagnostica, Labtest Diagnostica, Intertek, DPM Diagndstica, Roche, Vetec);
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IndUstrias produtoras de nutracéuticos para humanos e animais (D’adamo, purina, Whiskas,
Adimax Pet);
Industria de inseticidas e repelentes (Frontline, Dipil, Isorgan, Albaugh, Agroquima, Insetimax,
Reckitt Benckiser, Johnson & Johnson).
Declaro(amos) que todas informac6es acima descritas sdo verdadeiras.
Concordamos que em caso de ser efetivado o depdsito de pedido de patente nos comprometemos a
ndo divulgar os resultados obtidos, sem a prévia anuéncia do NIT - UFRPE.

Ciéncia do(s) Inventor(es):
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REIVINDICACOES

[001] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO
DE COLAGENO, caracterizada por conter os ingredientes quitosana, galactomanana, peptideos de
colageno, enzima, e nanoparticulas de prata em uma base hidrossoluvel.

[002] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO
DE COLAGENO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o ingrediente
quitosana esta presente em uma concentracdo que varia de 0,5% a 1,5% e o ingrediente
galactomanana esta presente em uma concentracao que varia de 1,0% a 2%.

[003] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO
DE COLAGENO, de acordo com a reivindicacio 1, caracterizada por conter ainda os ingredientes
peptideos de coladgeno e enzima colagenolitica

[004] BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM HIDROLISADO
DE COLAGENO de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de que o ingrediente
peptideo de colageno esta presente em uma concentracao que varia de 0,01% a 0,03% e o ingrediente

enzima colagenolitica estd presente em uma concentracéo 0,01%.
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RELATORIO DESCRITIVO

BIOFILME CICATRIZANTE FORMULADO A BASE DE UM BLEND
POLISSACARIDICO ASSOCIADO A NANOPARTICULAS DE PRATA COM

HIDROLISADO DE COLAGENO
Campo da invengdo

[001] Essa invencgdo pertence ao setor técnico de biotecnologia e cuidados com a saide. Descreve
um produto inovador a base de quitosana e nanoparticulas de prata associadas a hidrolisado de
colageno, com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias e pro-cicatrizantes, para o tratamento
de lesdes cutaneas em humanos e animais. Esse produto, obtido por um processo especifico, apresenta
estabilidade, biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradabilidade e capacidade de liberacéo
controlada da substancia ativa, favorecendo a cicatrizacdo de feridas, especialmente as complexas.
Além disso, destaca-se o baixo custo relativo da quitosana e o alto teor de substancias benéficas do
hidrolisado de colageno. A aplicacdo desse produto e processo pode beneficiar industrias médicas,
veterindrias, cosméticas, de curativos e farmacéuticas, ampliando as opgdes terapéuticas e
promovendo avangos no cuidado da pele e cicatrizacdo de feridas. Essa inovacgao representa uma
contribuicdo significativa para a area, oferecendo um produto eficaz e versatil para o tratamento de
ferimentos em diversas aplicacdes e setores industriais. Além disso, o uso desses biofilmes pode ser

explorado em outras inddstrias relacionadas a satide, como a cosmética e a fabricagdo de curativos.
Fundamentos da invencao

[002] A cicatrizacdo ocorre em varias fases distintas. A primeira fase é a inflamatdria, que envolve
a vasoconstricdo seguida de vasodilatacdo em resposta a cascata de coagulacdo e as vias do
complemento (Cafiedo-Dorantes, L., & Cafiedo-Ayala, M. Skin Acute Wound Healing: A

Comprehensive Review. Int. J. Inflam., 2019). A fase seguinte é a proliferagéo celular, que inclui a
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fibroplasia, onde ocorre a sintese e deposi¢do da matriz extracelular; a granulagéo, caracterizada pela
formacéo de tecido rico em vasos neoformados, macréfagos e fibroblastos; a contracdo tecidual, que
ocorre em feridas abertas, queimaduras profundas, deiscéncia ou feridas tratadas com enxertos
cutaneos, permitindo o fechamento da ferida sem a formagdo de novo tecido; e, por fim, a
epitelizacdo, onde ocorre a migracéo de queratindcitos e a mitose de células epidérmicas para cobrir
a ferida a partir da camada basal (Tan, S. T., & Dosan, R. Lessons From Epithelialization: The Reason
Behind Moist Wound Environment. The Open Dermat. J. 2019). Apos a fase de proliferacdo celular,

ocorre a remodelacdo da ferida, que envolve a sintese, degradacgéo e orientacdo das fibras colagenas.

[003] Existem vérias opgOes de coberturas e substitutos de pele disponiveis comercialmente para
otimizar o processo de cicatrizacdo. Essas opc¢des variam desde gaze estéril a procedimentos mais

sofisticados. Discutiremos alguns exemplos abaixo.

[004] As coberturas de Rayon sdo consideradas um curativo estéril de alta qualidade e possui esse
nome por ser composto por malha de acetato e celulose, reduzindo sua capacidade de aderir a ferida
e assim evitando danos durante a remocdo. Além disso, sdo impregnadas com acidos graxos
essenciais (AGE), estimulando o processo de cicatrizagdo, uma vez que servem como hidratantes e
estimulam a atividade celular no local, acelerando e promovendo o processo natural de cicatrizacéo
da pele. Entretanto, feridas muito profundas ou complexas podem exigir abordagens ou produtos
especializados (Naeem; Assim e Tufail. Perf. Eval. Anti Pilling and Easy-Care Finished Rayon and

Rayon/Cotton Satin Fabric. Jour. Nat. Fib. Vol. 19; n°3, 2020).

[005] Algumas outras coberturas possiveis incluem: Coberturas baseadas em alginato de célcio, que
entre suas vantagens oferece uma alta absor¢do de exsudato e facilidade de remocdo, entretanto
precisam ser trocadas com frequéncia e podem aderir a ferida caso ndo haja umidade suficiente no
local (Li et al. Prep. and Phys. Prop. of Cav. Calc. Alg. Wound Dressings. AMR 332-334, 1670-
1675. 2011). Coberturas do tipo hidrocoldide, compostas por massa hidrofilica gelavel aplicada na

forma semissélida a um carreador flexivel semipermeavel, formando um ambiente imido e protegido
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de contaminantes externos, mas também exigem trocas frequentes e podem gerar desconforto se
usadas em feridas proximas a pelos ou cabelo (Thomas. Hydrocolloid dressings in the management
of acute wounds: a review of the literature. IWJ. V.5, Pg. 602 — 613. 2008). E coberturas de espuma
que além de possuir alta capacidade de absorcdo do exsudato, possui maior permeabilidade ao vapor
e promove maior amortecimento, mas ainda precisam de trocas frequentes e podem atingir maiores
espessuras que suas concorrentes, delimitando as areas de uso (Santamaria et al. Clinical perf.
Charact. for bord. foam dress. in the treat. of complex wounds: An int. wound dress. Tech. Exp. panel

review. Int Wound J. Pg.1-7; 2023).

[006] Buscando reduzir a toxicidade e rejeicdo as opc¢Oes também sdo usadas matrizes
biopoliméricas como celulose e coladgeno, que além da biocompatibilidade, fornecem suporte
estrutural e estimulam a cicatrizacéo (Tenorova et al., Prep. and eval. of bilayer films based on collag.
and carboxymethylcellulose for wound therapy. Ceska a Slovenska farmacie. Pg. 229-236. 2019).
Entretanto o custo elevado da obtengdo desses materiais limita seu uso. (Dai, C., Shih, S., &
Khachemoune, A. Skin substitutes for acute and chronic wound healing: an updated review. Journal

of Dermatological Treatment, 2020).

[007] Ainda podemos listar como alternativa a terapia a vacuo, terapia com oxigénio hiperbarico,
enxertos de pele, suturas e pontos e desbridamento cirtrgico. No entanto, nenhuma dessas opcdes
demonstra superioridade em acelerar a cicatrizacdo e prevenir a infeccdo autéloga, sendo necessaria

a combinagdo com outros tratamentos e, consequentemente, 0 aumento NOS Processos e no custo.

[008] Diante disto, é notavel o empenho para o desenvolvimento de produtos e processos a fim de
suprir a necessidade no tratamento de feridas que possam atuar de forma ampla, ndo gerem
desconforto no paciente e possuam agao antimicrobiana, acelerando assim o processo de cicatrizacao.
Neste sentido, esta patente propde um produto composto nanoparticulas de prata agregadas a
peptideos de colageno imobilizados em biofilme de polissacarideos e seu processo de obtencdo. Uma

vez que os peptideos de colageno associados ao biofilme podem atuar na cicatrizagcdo e as



78
nanoparticulas de prata promovem uma acao antimicrobiana fornecendo um produto completo. Além
disso, o processo de obtencdo desse produto, descrito no presente invento é composto por etapas

simples e matéria prima barata, ampliando assim sua possibilidade de uso.

[009] Os documentos que antecedem a presente patente descrevem produtos e processos que nédo
atendem a todas as necessidades do mercado atual, como pode ser observado nos documentos

patentarios a seguir.

[0010] A patente PI08038074A descreve o processo de obtengédo de sistema de liberagcéo controlada
de farmacos Lipofilicos com base em filme multicamada constituido por uma camada de polimero
biodegradavel de quitosana e outra do mesmo polimero contendo o farmaco disperso. A presente
invencdo se diferencia da patente PlI08038074A ao oferecer propriedades antimicrobianas
aprimoradas, acdo anti-inflamatoria, estabilidade e liberacdo controlada da substancia ativa, baixo
custo relativo com a utilizagdo da quitosana e alto teor de substancias benéficas com o hidrolisado de
colageno. Além disso, a sua inovacao € versatil e possui aplicacdes em diversos setores, ampliando

as opcOes terapéuticas para o tratamento de feridas e lesdes cutaneas.

[0011] A patente BR1320130338671E2 dispde de um produto para tratamento de lesdes cutaneas
complexas em pele humana e animal, produzido a partir de filme de quitosana, &cido (organico ou
inorganico) e fracdo hidroalcoolica de Barbatimdo das espécies Stryphnodendron obovatum,
Stryphnodendron adstringens e Stryphnodendron poyphylum. Esta invengdo difere da patente
BR1320130338671E2 ao oferecer um biofilme cicatrizante formulado a base de um blend
polissacaridico (quitosana e galactomanana), associado a nanoparticulas de prata associadas a
peptideo de colageno. As vantagens incluem propriedades antimicrobianas aprimoradas, a¢ao anti-
inflamatodria, estabilidade e liberacdo controlada da substancia ativa, baixo custo relativo com a
utilizacdo da quitosana e alto teor de substéncias benéficas com o hidrolisado de colageno, além de

ampla aplicagcdo em diversos setores.
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[0012] A patente BR01020190023708A2 descreve filme a base de quitosana e zeina para liberacao
controlada de antimicrobianos como acido elagico. Obtendo atividade contra Staphylococcus aureus
e P. aeruginosa aeruginosa. Diferente da patente PI08038074A, o presente invento oferece
propriedades antimicrobianas aprimoradas com as nanoparticulas de prata, acdo anti-inflamatoria,
estabilidade e liberagdo controlada da substancia ativa. Em comparagdo com a patente
BR1320130338671E2, destaca-se pelo baixo custo relativo da quitosana e da galactomanana extraida
de Cassia grandis, alto teor de substancias benéficas com o hidrolisado de colageno e ampla aplicacao
em diversos setores. Alem de oferecer propriedades antimicrobianas aprimoradas e um amplo
espectro de atividade contra microorganismos patogénicos. Essas vantagens tornam o o presente
invento uma opcéo eficaz, versatil e economicamente vidvel para o tratamento de feridas e lesdes

cutaneas.

[0013] A patente BG66767B1 refere-se a uma composicédo biologicamente ativa para tratamento de
feridas crbnicas contendo protease, glicerina, hidrolisado de coldgeno, ions de magnésio e zinco,
vitaminas e anti-sépticos. Sendo previsto para uso de tratamento de defeitos da pele, como picadas,
inflamacdo em queimaduras ou insetos, atingindo hematoma de ferimento, para liquen ou sarna de
psoriase e afins. A presente patente apresenta vantagens distintas em relacdo a patente BG66767B1,
destacando-se pela presenca de nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas
aprimoradas e liberacdo controlada da substancia ativa. Além disso o biofilme € relativamente mais
barato uma vez que é composto por quitosana e galactomanana e pode ser obtido de fontes diversas,
facilitando sua extracdo. Além disso, a protease com atividade colagenolitica e os peptideos de
colageno aceleram o processo de cicatrizagcdo proporcionando uma abordagem eficaz e versatil para
0 tratamento de diversos tipos de feridas, incluindo picadas, inflamagdes, queimaduras, lesdes

cutaneas e afins.

[0014] A patente US4060081A descreve uma pele sintética composta por membrana de multiplas

camadas, cuja primeira camada e formada por hidrolisado de coladgeno e polissacarideo e a segunda
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camada composta por uma membrana de material sintético como como resinas de silicone,
poliacrilato ou ésteres de polimetacrilato ou seus copolimeros e poliuretanos. A presente patente
difere de US4060081A por proporcionar biofilme cicatrizante biocompativel, flexivel, biodegradavel

e com capacidade de liberagéo controlada, favorecendo a cicatrizagao de feridas complexas.

[0015] A patente EP0187703B1 defende sistema de liberagdo continuada composto por preparacdo
de quitosana, polimero e farmaco que ndo inclua uma proteina solivel em dgua. A presente invencao
difere da citada uma vez que propde biofilme incorporado com nanoparticulas de prata e hidrolisado

de colageno, proporcionando ndo s6o um produto pro-cicatrizacdo como antimicrobiano.

[0016] A patente BR1020180751573A2 defende o uso de colagenase em composicdo de creme
dermatolégico para o tratamento de queimaduras e feridas compreendendo um ingrediente ativo
farmacéutico API Sulfadiazina de Prata 1% (10 mg/g) e Colagenase 0,006% 0,6 U/g e um sistema de
base para creme hidrofilico. A presente patente difere de BR1020180751573A2 por utilizar biofilme
incorporado com nanoparticulas de prata (AgNP) associada a hidrolisado de colageno, favorecendo
a epitelizacdo e cicatrizacdo de feridas, além de reduzir as chances de contaminacdo microbiana pela

acdo antimicrobiana da AgNP.

[0017] A patente PI96069970A descreve uso de polimeros sollveis em &gua para liberacdo
controlada de colagenase usado no melhoramento de tecido cutaneo. Diferentemente, a presente
patente utiliza blend polissacaridico (quitosana e galactomanana) associado a nanoparticulas de prata
oriundas de bioativos de origem microbiana. Essa combinagdo proporciona propriedades
antimicrobianas aprimoradas, acdo anti-inflamatéria, estabilidade e liberacdo controlada da
substancia ativa. Além disso, o biofilme cicatrizante formulado na sua patente possui
biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradabilidade e capacidade de liberacdo controlada,
favorecendo a cicatrizacdo de feridas, especialmente as complexas. Com isso, 0 seu produto oferece
uma abordagem inovadora e eficaz para o tratamento de lesfes cutdneas em humanos e animais,

contribuindo para o melhoramento e regeneracao do tecido cutaneo.
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[0018] US109530433B2 apresenta um produto, composto por multiplos componentes junto a
nanoparticulas de prata, que propde tratamento para infec¢des causadas por virus, bactérias e fungos.
A presente patente difere de US109530433B2 por associar as nanoparticulas de prata a substancias
com acdo cicatrizando, possibilitando seu uso no tratamento de feridas. O biofilme cicatrizante
formulado nessa patente apresenta estabilidade, biocompatibilidade, flexibilidade e capacidade de
liberagdo controlada da substéncia ativa, favorecendo a cicatrizacdo de feridas complexas em

humanos e animais.

[0019] A patente US20160220606A1 descreve sistema multicamadas composto por prata coloidal,
cobre coloidal e éxido de zinco coloidal misturados em agua purificada estéril para tratamento de
feridas, funcionando como antimicrobiano. A presente patente difere da citada por utilizar biofilme
composto por quitosana e galactomanana associados a nanoparticula de prata com hidrolisado de
colageno, possibilitando o uso tépico de um produto com alta durabilidade, biodegradavel e com acao

cicatrizante e antimicrobiana.

[0020] A patente KR20120137642A é constituida por nanoparticula de prata atrelada a sulfato de
condroitina para tratamento de feridas ao mesmo passo que previne a proliferacdo de bactérias e
assim, acelerando a recuperacdo do tecido. A presente patente difere de KR20120137642A por
apresentar produto com nanoparticulas de prata e hidrolisado de colageno associados a biofilme
polissacaridico com capacidade de liberacdo controlada da substancia ativa, permitindo uma acéao
prolongada e eficaz no local da ferida, reduzindo a necessidade de trocas. Ele também promove a
estabilidade do ambiente da ferida, mantendo umidade adequada e evitando a desidratacéo do tecido,
bem como biocompatibilidade evitando reacfes adversas. Além disso, o biofilme polissacaridico €
flexivel, o que facilita sua aplicacdo em diferentes tipos de feridas, incluindo feridas complexas. Por
fim, seu baixo custo relativo, principalmente devido a disponibilidade e preco acessivel da quitosana

e da galactomanana, torna essa tecnologia mais viavel economicamente.
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[0021] A patente WO2018015976A1 descreve produto usado para tratamento de feridas e controle
de infecgdo composto por nanoparticulas de prata como agente antibacteriano, um agente antioxidante
como acido gélico e Esfingosina-I-fosfato como indutor da proliferacdo de células endoteliais. A
presente patente difere de WO2018015976A1 ao oferecer um produto que combina nanoparticulas
de prata, hidrolisado de colageno e biofilme polissacaridico, proporcionando liberac&o controlada da

substancia ativa, estabilidade do ambiente da ferida, biocompatibilidade, flexibilidade e baixo custo.

[0022] WO2014147638A1 descreve matriz para uso em cicatrizagdo de feridas compostas por:
algoddo, quitosana, nanoparticula de prata e antioxidante, a presente patente diferencia-se por
proporcionar produto mais eficaz e economicamente viavel para o tratamento de feridas,

representando uma inovagéao significativa no campo da cicatrizacdo e cuidados com a pele.
Breve descrigdo dos desenhos
[0023] A presente patente é detalhada na imagem a seguir:

A Figura fluxograma do processo de obtencdo do produto descrito na presente patente. Onde, [A]
representa formula geral de galactomanana extraida de Cassia grandis; [B] representa férmula geral
de quitosana; [C] representa a juncdo de [A] e [B] por meio de agitacdo; [D] ilustra a agdo de uma
colagenase para formacao dos peptideos de colageno; [E] representa os peptideos formados a partir
da acdo da colagenase; [F] ilustra a Ag+ utilizada para formacdo das nanoparticulas de prata (AgNP);
[G] representa a unido de [E] e [F] para formacdo de AgNP com hidrolisados de colageno; [H]
simboliza a juncdo do gel polissacaridico a AgNP para formulacdo do produto e [I] representa a

confeccao do biofilme.
Descrigdo da invengéo

A presente invencdo propGe a formulagdo de um biofilme gerado a partir da fuséo de um gel

contendo uma mistura de galactomanana extraido das sementes de Cassia grandis e quitosana com
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uma mistura de nanoparticulas de prata com peptideo obtido através da degradacéo do colageno tipo

IV por colagenases.

[0025] A potencialidade dessa invengdo estda em conduzir ao mercado um produto que traz a
combinacdo de ingredientes naturais, juntamente com as propriedades antimicrobianas das
nanoparticulas de prata, oferecendo assim uma possivel aplicacdo na area biomédica e veterinaria,
como em curativos de feridas, dispositivos médicos revestidos e outras aplica¢des relacionadas a

cicatrizacao de tecidos e prevencgéo de infeccdes.

[0026] O produto proposto passa por trés etapas distintas para sua obtencédo: I. Formacéo de blend
por meio da associacdo da galactomanana com a quitosana; Il. Obtencdo das nanoparticulas de prata
pela unido de Ag+ com o peptideo resultante da quebra do colageno tipo IV e colagenase industrial;
I11. Fus&o das etapas anteriores para a formacao do biofilme. A seguir, serdo detalhadas as descri¢des

de cada uma dessas etapas.

[0027] Etapa I: Formacdo de blend polissacaridico. A formacdo do gel ocorre pela combinacdo da
galactomanana e da quitosana, dois polissacarideos, resultando em uma estrutura gelatinosa. O

processo envolve 0s seguintes passos:
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CONSIDERACOES FINAIS
A presente pesquisa traz um processo inovador na &rea da biodegradacdo de colageno
utilizando o Ultrassom como ferramenta na area da Biotecnologia. Os resultados demonstraram que
0 tempo de contato durante o processo de sonicagdo das reagdes envolvendo a enzima previamente
purificada de Aspergillus terreus UCp1276 foram essenciais para produzir peptideos bioativos de
interesse na &rea médica, uma vez que eles apresentaram atividade anticoagulante. Este ensaio é
extremante importante para avaliar a via intrinseca das Cascata de coagulagdo. Nos ensaios de
eletroforese SDS-PAGE, a visualizacdo do grau de hidrélise pode ser totalmente acompanhada
visualmente, uma vez que os peptideos formados apresentaram uma ndo conformidade na separacao.
Ainda, no presente trabalho conseguiu-se produzir um biofilme formulado a base de um blend
polissacaridico (quitosana e galactomanana), atoxico, hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de
acesso facil, associado as nanoparticulas de prata, com caracteristicas antibacterianas, oriundas de
bioativos de origem microbiana, os quais podem potencializar o efeito cicatrizante de feridas. A
presente patente de invencdo propde através de um processo bioldgico, verde, atdxico e
biodegradavel, a formulacdo de um produto a base de polissacarideos sustentavel, economicamente
viavel e composto por material natural e biodegradavel, utilizando como suporte o biofilme composto
de quitosana de camaréo e galactomanana de Cassia grandis, planta do género Cassia sp., eficaz na
producdo de filmes polissacaridicos. Ainda, para acelerar o processo cicatricial, foram adicionados
adjuvantes ao processo de producdo do filme, tais como: enzima colagenolitica, peptideos e
nanoparticulas de prata. Esta invencao esta situada no campo da biotecnologia e visa acelerar o tempo
de reparo tecidual causadas por ferimentos, queimaduras superficiais e reduzir as co-infeccées, dessa

forma reduzindo o custo da producéo industrial para sua aplicagdo no setor hospitalar.
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