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RESUMO

Este estudo descreve a citotoxicidade em células epiteliais, toxicidade dérmica
e efeito anti-infeccioso in vivo da lectina coagulante de Moringa oleifera (cMolL).
Também reporta o desenvolvimento e caracterizacdo de filmes a base de
galactomanana contendo cMoL. Células HEK-293 foram incubadas por 24 horas
com cMoL (3,125-100 pg/mL). No ensaio de toxicidade dérmica, os
camundongos tratados topicamente com dose unica (200 pyg/mL) de cMoL foram
analisados por 14 dias. O ensaio de atividade anti-infecciosa de cMoL (100 - 200
pug/mL) usou larvas de Tenebrio molitor infectadas ou n&do com Staphylococcus
aureus. cMoL nao foi citotdéxica para HEK-293 sendo detectado 94,65% de
viabilidade celular. No ensaio de toxicidade dérmica, ndo ocorreu mortalidade,
intoxicagdo ou alteragdo no comportamento ou nos parametros bioquimicos e
hematologicos e padrao histolégico. A lectina cMoL n&o apresentou toxicidade
para larvas de T. molitor, e, no tratamento profilatico, a concentracdo de 100
ug/mL aumentou a sobrevida das larvas infectadas em cerca de um dia. No
tratamento pods-infecgdo, a concentragdo de 200 pg/mL prolongou a sobrevida
em um dia. Os filmes desenvolvidos a base de galactomanana contendo 100 e
200 pg/mL de cMoL foram analisados quanto as caracteristicas morfologicas,
mecanicas e fisico-quimicas (espessura, umidade, rugosidade, cor e pH),
hemocompatibilidade e toxicidade em células Vero. O filme de galactomanana
incorporou cMoL sem alteragdes significativas em suas propriedades fisico-
quimicas e mecanicas, foi hemocompativel e ndo apresentou toxicidade para
células Vero (viabilidade celular acima de 90% e préxima a 70%, apos 24 e 48
horas, respectivamente). O estudo revelou que cMoL ndo é citotdxica para
nenhuma das linhagens testadas (HEK-293 e VERO CCL-85), que a
administragao topica da lectina na dose de 200 pg/mL é segura, que cMoL tem
efeito anti-infeccioso in vivo e que o filme contendo cMoL, pode ser uma

alternativa promissora de curativo para cicatrizacao de ferida.

Palavras-chave; Galactomanana, Proteina, Filmes, Cicatrizacao.



ABSTRACT

This study describes the cytotoxicity in epithelial cells, dermal toxicity and in vivo
anti-infective effect of the coagulant lectin from Moringa oleifera (cMolL). It also
reports the development and characterization of galactomannan-based films
containing cMoL. HEK-293 cells were incubated for 24 h with cMoL (3.125-100
pug/mL). In the dermal toxicity assay, mice topically treated with a single dose (200
pug/mL) of cMoL were analyzed for 14 days. The anti-infective activity assay of
cMoL (100-200 pg/mL) used Tenebrio molitor larvae infected or not with
Staphylococcus aureus. cMoL was not cytotoxic to HEK-293, with 94.65% cell
viability detected. In the dermal toxicity assay, there was no mortality, intoxication
or change in behavior or in biochemical and hematological parameters and
histological pattern. The cMoL lectin did not show toxicity to T. molitor larvae,
and, in the prophylactic treatment, the concentration of 100 ug/mL increased the
survival of infected larvae by approximately one day. In the post-infection
treatment, the concentration of 200 ug/mL prolonged survival by one day. The
films developed based on galactomannan containing 100 and 200 pg/mL of cMoL
were analyzed for morphological, mechanical and physicochemical
characteristics (thickness, moisture, roughness, color and pH), hemocompatibility
and toxicity in Vero cells. The galactomannan film incorporated cMoL without
significant changes in its physicochemical and mechanical properties, was
hemocompatible and did not present toxicity to Vero cells (cell viability above
90% and close to 70%, after 24 and 48 hours, respectively). The study revealed
that cMoL is not cytotoxic to any of the tested cell lines (HEK-293 and VERO
CCL-85), that topical administration of the lectin at a dose of 200 ug/mL is safe,
that cMoL has an anti-infective effect in vivo and that the film containing cMoL

may be a promising alternative dressing for wound healing.

Key words; Galactomannan, Protein, Films, Healing.
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1 INTRODUGAO

As doencgas de pele sdao um problema crescente em todo o mundo
(MARTINENGO et al., 2019). As feridas cronicas, na sua grande maioria s&o
definidas como lesdes que nao cicatrizam no prazo esperado, normalmente
entre 1 a 3 meses, sendo considerado um grande desafio, mas pouco
reconhecido, para a saude publica. Sua prevaléncia € comparada a insuficiéncia
cardiaca, e é uma doenga que afeta milhées de pessoas em todo mundo (CHO
et al., 2020).

Pacientes com feridas cronicas além dos danos fisicos, geralmente
sofrem perda de produtividade, sofrimento psicolégico, diminuigdo da qualidade
de vida e reducdo da expectativa de vida (SNYDER; FIFE; MOORE, 2016).
Assim sendo, no sentido de tratar e cuidar dessas feridas, ha um grande esfor¢o
no desenvolvimento de curativos inteligentes minimamente invasivos que além
de serem uma barreira fisica, podem integrar liberacdo de medicamentos com
diferentes alvos terapéuticos como antibidticos, agentes anti-inflamatorios e
analgésicos ajudando assim no tratamento (DONG; GUO, 2021).

Esses curativos inteligentes tém surgido para fornecer uma nova
estratégia para o controle de feridas. Como o nome indica, curativos inteligentes
sdo uma série de curativos que podem interagir com as feridas, sentir e reagir a
condi¢ao da ferida ou a mudanga do ambiente, por meio de sensores embutidos,
como materiais responsivos a estimulos ou materiais que irdo levar a autocura
(MONAVARIAN et al.,, 2019). No processo de cicatrizagdo de uma ferida
acontecem varios processos, e cada estagio mostra suas caracteristicas
especificas e processo fisiologico, sendo necessarias estratégias e métodos
para que esses processos acontecam adequadamente para o processo de
regeneracao tecidual (RODRIGUES et al., 2019a).

Diante do impacto que as lesdes cutaneas causam sobre os aspectos de
saude e socioeconémicos dos pacientes, tem-se buscado estratégias visando a
obtengao de compostos cicatrizantes e o desenvolvimento de novas formulagdes
(ASHTIKAR; WACKER, 2018). Um exemplo € o desenvolvimento de filmes a
base de polissacarideos que sdo formulagdes a base de biopolimeros, como
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goma guar, que tém se mostrado uma boa opg¢ao, devido a sua elevada eficacia
e o baixo custo associado (LIU et al., 2020).

A goma de guar é um polimero rico em galactomanana, obtida do
endosperma de Cyamopsis tetragonolobus ou Cyamopsis psoraloide, tem alto
peso molecular com uma aparéncia branco amarelada, e nas plantas atua como
reserva de nutrientes para o embrido durante a germinagdo (SHARMA et al.,
2018). E um polissacarideo de enorme aplicabilidade na industria biomédica,
farmacéutica, alimenticia e cosmética (MADNI et al., 2020).

A incorporacédo de substancias ativas em formulagdes representa uma
importante alternativa terapéutica no tratamento de feridas. Assim, promissores
agentes antimicrobianos/cicatrizantes, sao proteinas encontradas nas sementes
de M. oleifera, dentre elas esta a lectina cMoL (Coagulant M. oleifera Lectin)
constituida por uma proteina monomeérica com peso aproximado de 26,5 kDa
(SANTOS et al., 2009). Em estudos realizados com a cMoL a proteina
apresentou uma atividade inseticida contra Anagasta kuehniella (DE OLIVEIRA
et al., 2011). Apresentou também um efeito inibitério sobre a enzima superoxido
dismutase de larvas de Aedes aegypti resistentes (AGRA-NETO et al., 2014). A
lectina cMoL também possui 6timos resultados fungistaticos contra cepas de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii e inibindo também a formacao
de biofilme de C. neoformans (SILVA, 2023).

Além disso, foi observado também uma atividade citotoxica contra a
linhagem cancerigena B16-F10 (melanoma murino) (DE ANDRADE et al., 2017).
Em estudos de genotoxicidade de cMoL a lectina ndo apresentou nenhuma
atividade genotoxica significante e nem efeitos toxicos para células PBMCs
(BARROS et al., 2021).

Estes resultados de estudos in vitro e in vivo nos estimulam a explorar o
potencial farmacolégico da cMol no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos e cicatrizantes. No entanto, € essencial o estudo destas
formulagcbes em diferentes modelos experimentais de feridas. Neste sentido, o
presente trabalho visou avaliar os efeitos téxicos e anti-infeccioso da cMoL e

desenvolver uma membrana a base de galactomanana contendo cMoL.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cyamopsis
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade, toxicidade dérmica e efeito anti-infeccioso da
lectina coagulante de sementes de Moringa oleifera (cMoL) e desenvolver

membrana a base de galactomanana contendo cMoL.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Isolar a lectina das sementes de M. oleifera (cMoL) de acordo com
procedimento previamente estabelecido;

e Avaliar a citotoxicidade de cMoL em células HEK-293;

e Avaliar a toxicidade dérmica em camundongos de cMoL;

e Determinar o efeito de cMoL em larvas de Tenebrio molitor infectadas ou
nao com Staphylococcus aureus;

e Desenvolver e caracterizar flmes a base de galactomanana contendo
cMoL.

e Avaliar a hematocompatibilidade e citotoxicidade de filmes de

galactomanana contendo cMoL em linhagens de células Vero - CCL 85
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele para a maioria dos vertebrados, € a camada mais externa do corpo
e age como uma barreira de protegcdo primaria contra agentes externos, como
calor, luz, infec¢des e lesbes (PISSARENKO; MEYERS, 2021). A pele também
€ considerada uma interface importante com o nosso ambiente, hospedando
uma infinidade de sensores, glandulas, canais e poros que permitem aos
organismos sentir toque, calor, dor, regular a temperatura corporal e a
higrometria (“Principles of Anatomy and Physiology - Gerard J. Tortora, Bryan H.
Derrickson - Google Livros”, [s.d.]).

Sua estrutura pode ser composta por trés principais regides: Epiderme,
Derme e Hipoderme. A epiderme com aproximadamente 50 ym a 150 ym de
espessura para humanos, e corresponde a camada externa da pele e cumpre
principalmente a funcdo de barreira e interface de troca com o exterior
(HENDRIKS et al., 2006). E constituida por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, que nao possui vascularizagado e € frequentemente renovada,
onde as células mais superficiais (células mortas) s&do descamadas. Os
principais tipos celulares encontrados s&o os queratindcitos, porém, também s&o
encontradas as células de Langerhans que fazem parte do sistema imune e s&o
responsaveis por realizarem a fagocitose nesse tecido, os melandcitos,
responsaveis pela producdo de melanina, pigmento da pele que age como
protetor natural contra os efeitos nocivos de raios UV (Figura 1). As células de
Merkel também sado encontradas na epiderme, se localizam na base da camada
e em contato com fibras nervosas e apresentam funcdo mecanorreceptoras
(ROGER et al., 2019).

A derme com aproximadamente 150 ym a 4 mm de espessura para
humanos (JOR et al., 2013) é responsavel pela sustentagdo da epiderme,
fornecendo-lhe nutrientes e suporte estrutural (Figura 1). A derme se divide em
camada papilar e reticular. A camada papilar corresponde a parte mais externa
da derme, e € constituida de tecido conjuntivo frouxo, € mais delgada, altamente
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vascularizada, possuindo também as papilas dérmicas (RITTIE; FISHER, 2015).
A derme reticular compreende uma ampla variedade de sensores, glandulas e
vasos, e é responsavel pela maior parte das propriedades mecanicas da pele em
tensdo através de um arranjo denso e em camadas de fibras de colageno
onduladas (~60-80% do peso do tecido seco), elastina reta transversais fibras
(~1-4% do peso do tecido seco), todas incorporadas em uma matriz de
proteoglicano comumente referida como substéncia fundamental (JOR et al.,
2013; LIMBERT, 2017).

O principal tipo celular e o mais abundante existente na derme s&o os
fibroblastos. Eles sdo responsaveis pela produgdo das fibras colagenas e
elasticas da matriz extracelular (MEC). Sao eles que fazem toda a manutencéo
da MEC e controlam o volume de fibras mantendo a integridade do tecido. Os
mesmos possuem prolongamentos citoplasmaticos que s&o capazes de permitir
comunicagoes intercelulares e quando existem ferimentos na pele, eles
conseguem migrar para o tecido lesionado para auxiliar na cicatrizagao (LAING
et al., 2020). Os fibroblastos sdo de suma importéncia para o funcionamento
normal da pele, participando de diversos processos metabdlicos, dentre eles a
producdo de enzimas como as metaloproteinases (MMPs) que agem
degradando fibras de colagenos produzidas pelos proprios fibroblastos,
mantendo assim uma homeostase no ambiente. Produzem também acido
hialurénico (AH), contribuindo para a hidratagdo da pele (SHIN et al., 2019).

Além dos fibroblastos, outras células se encontram presentes na derme,
como os macrofagos, mastocitos e células dendriticas. Os macréfagos sao as
células fagocitarias do sistema imune. Os mastocitos s&o os responsaveis por
ativacdo de agbes inflamatdrias, ativacdo das células do sistema imune e
regulagdo do fluxo sanguineo capilar, através da liberagdo de diversas
substancias como citocinas, histamina, prostaglandinas entre outras. Além das
citadas, estdo presentes as células dendriticas dérmicas responsaveis pela
apresentacdo dos antigenos desempenhando importante papel de defesa
(LAING et al., 2020).

E por ultimo temos a hipoderme (ou camada subcutanea) que € a camada
mais interna da pele e € composta principalmente por tecido adiposo, no qual os
adipécitos formam aglomerados chamados Iébulos, rodeados por uma rede
fibrocolagena (Figura 1). Suas principais fungbes sdo fornecer isolamento
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térmico, armazenar energia e absorver choques (WILKES; BROWN;
WILDNAUER, 1973). Sua estrutura de tecido conjuntivo frouxo também permite
minimizar o atrito com o tecido muscular vizinho. Sua espessura varia muito
dependendo da regiéo do corpo e do sujeito (BUTLER et al., 2015).

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, sendo considerada
uma defesa primaria para prevencao de infecgdes por patdgenos, efeitos nocivos
da radiagao ultravioleta (UVA e UVB), lesbes fisicas, trocas térmicas e perda
excessiva de umidade (TORKAMAN et al., 2021). O tecido da pele é
geneticamente feito para acompanhar o desenvolvimento e também se
recuperar de lesdes durante a vida de um individuo (PISSARENKO; MEYERS,
2021). Esse grande escudo de protegdo chamado pele constitui cerca de 12% a
15% do peso corporal de um individuo (LORZ et al., 2019).

‘/Termlnaqées
| Nervosas

Glandula
Sudoripara
Muasculo erotor
. dopelo

Tecido Subcutaneo
(adiposo)

Derme

|Artérla|

Figura 1: Representagao esquematica das principais estruturas da pele (SILVA
et al., 2024).

3.2 Fisiologia da reparagao tecidual
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Ao ser lesada, a pele e seus anexos apresentam uma cascata de
respostas celulares e vasculares, com o objetivo de reparar o dano ocorrido,
sendo esse processo chamado de reparo tecidual. O reparo consiste em um
processo complexo que envolve respostas sistémicas e locais, € seu sucesso
depende da etiologia da lesao, tipo de tecido acometido, condi¢do sistémica do
paciente, entre outros fatores (CHEN et al., 2021).

Assim que a pele sofre alguma lesao, inicia-se um processo de reparo
tecidual, onde o mesmo pode ser dividido em trés fases: inflamataria, proliferativa
e de maturagdo, que sdo ativadas por um conjunto de mediadores quimicos,

fragmentos e matriz celular e alteragbes fisico-quimicas (AS et al., 2021).

3.2.1 Fase Inflamatéria

Embora a fase inflamatoria seja amplamente aceita como a primeira fase
da cicatrizagao de feridas, alguns autores sugerem que deve haver quatro fases
de cicatrizagdo de feridas, comegando com a fase da hemostasia (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007; MORTON; PHILLIPS, 2016a; WILHELM; WILHELM;
BIELFELDT, 2017). Assim a fase inflamatéria pode ser dividida em respostas
vasculares que levam a hemostasia e respostas celulares, que resultam no
influxo de leucdcitos para a area lesionada.

Apos a lesédo na pele, os sinais tradicionais de inflamacgao (vermelhidao,
inchaco e calor) sdo causados por vazamento de fluido intravascular e sangue e
obstrugdo da drenagem linfatica local (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Compostos
vasoativos, como histamina, serotonina e catecolaminas, s&o liberados de
células danificadas, causando uma vasoconstricdo transitoria e, em seguida,
vasodilatagdo para permitir com que fluidos e células passem para o local
extravascular da lesdo. A exposicdo do subendotélio apds a lesdo resulta na
exposic¢ao de colageno e fator de tecido ativando plaquetas, que s&o as primeiras
células a chegar, gerando agregacgao e adesao (LIU et al., 2018) As plaquetas
liberam serotonina, tromboxano A2, e proteinas adesivas como fibrinogénio,

fibronectina, fator Ill (Fosfolipideos) e fator de Von Willebrand, que, juntamente
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com a trombina local, estimulam uma maior agregacao plaquetaria, levando a
um tampao plaquetario. A conversédo de fibrinogénio em fibrina por trombina
resulta na formagcdo de um coagulo de fibrina. O coagulo de fibrina fornece
hemostasia, uma barreira para microrganismos e um andaime de matriz para
fixacao celular, e serve como um reservatorio de fatores de crescimento (LUX,
2022).

O coagulo de fibrina formado na fase de homeostase contém fibronectina
reticulada, fator Xlll ativado e fibrina que se apresenta como uma matriz
extracelular proviséria. As plaquetas liberam uma variedade de fatores de
crescimento responsaveis pela quimioatragdo dos leucoécitos (HOSGOOD, 2006;
LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A fase inflamatdria comega quando os neutréfilos aderem ao endotélio em
poucos minutos apds o trauma e periodo de homeostase (MCDANIEL; ROY;
WILGUS, 2013). Os neutrofilos usam a elastase e o colageno para facilitar a
migragdo para o espago extracelular, onde fazem fagocitose de bactérias,
degradam as proteinas da matriz e atraem neutrofilos e macréfagos adicionais
(MCDANIEL; ROY; WILGUS, 2013). Os macréfagos sao indiscutivelmente a
célula inflamatdéria mais importante no processo de cicatrizagdo aguda,
dominando dentro de 3 a 5 dias. Eles fagocitam organismos patogénicos,
degradam os detritos da ferida e estimulam a formacao de tecido de granulagéo
e a angiogénese (DELAVARY et al., 2011).

Os fatores de crescimento de macrofagos que s&o liberados incluem
PDGF, TGF-, fator de crescimento de fibroblastos, interleucina-1, interleucina-
6 e fator de necrose tumoral-a (YUSSOF et al., 2012). O TGF-( é particularmente
importante, estimulando os macrofagos e influenciando a fungdo dos
fibroblastos, a quimiotaxia e a deposigao de colageno (DELAVARY et al., 2011).
A secrecao dessas citocinas e fatores de crescimento contribuem na
angiogénese, fibroplastia e sintese de matriz celular, fundamentais para a
transicdo para a fase proliferativa (CHEN et al., 2021).

3.2.2 Fase Proliferativa


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/elastase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-space
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/matrix-protein
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0190962215021787?casa_token=zhlyKrXhpi4AAAAA:PkV2rT7BNN7NlinNe-OXfv2bvP0Oie6cQYIAqQW82S09nk6kwgjrbCBeLgu4UNyBfz3FUcyVRZpj#bib4
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/angiogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fibroblast-growth-factor
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A fase proliferativa consiste no momento inicial da formagao da cicatriz,
tem inicio apds o terceiro dia de lesdo e mantem-se durante 2 a 3 semanas.
Destaca-se principalmente pela formacdo do tecido de granulagdo, sendo
formada por trés etapas; neo-angiogénese, fibroplastia e epitelizagdo (CHEN et
al., 2021). Essa fase da cicatrizagdo de feridas é caracterizada pela intensa
migracgéao e proliferagao de células e sintese de tecido de granulagdo, composto
por matriz extracelular proviséria, macréfagos, células endoteliais e fibroblastos
(TOTTOLI et al., 2020).

Ao mesmo tempo, o fator de crescimento endotelial vascular, regulado
pela baixa tensdo de oxigénio, promove o processo de angiogénese, formando
NOVOS vasos sanguineos necessarios para manter o processo de cicatrizagao.
Células endoteliais capilares proximas sao recrutadas e estimuladas a proliferar
pelo fator de crescimento endotelial como FGF, VEGF, EGF (fator de
crescimento epidérmico) e TGF-31 (fator de crescimento transformador-g1) para
promover a proliferacdo de fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais
(MORTON; PHILLIPS, 2016b). Os fibroblastos nesse processo também tém a
capacidade de sintetizar compostos de matriz extracelular proviséria, incluindo
colageno tipo lll, proteoglicanos e fibronectina, a fim de apoiar a migragao celular
para a area (RODRIGUES et al., 2019b).

Nesta etapa uma matriz de fibrina precoce permite que os queratindcitos,
em parte estimulados pelo TGF-B, desloquem-se da borda da ferida e dos
foliculos pilosos e deslizem sobre os queratindcitos ja no leito da ferida (YUSSOF
et al., 2012). Durante a fase proliferativa, a reepitelializagdo ocorre para fechar a
lacuna epitelial e restaurar a fungéo de barreira da pele (TOMIC-CANIC; WONG;
SMOLA, 2018).

3.2.3 Fase de Remodelacéao

O dultimo estagio da cicatrizacdo de feridas na pele € a fase de
remodelagao, que depende dos mecanismos iniciados nas fases iniciais. Nessa
etapa ha uma diminuigdo do tecido de granulagdo, substituicdo da matriz
extracelular proviséria e apoptose de células provisérias que migraram para a

area. Os fibroblastos sao estimulados pelo TGF-B1 para se diferenciar em
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miofibroblastos, adquirindo um fenétipo contraivel e diminuindo a area da ferida
devido aos multiplos pontos de conexao das proteinas do miofibroblasto as fibras
de colageno. Além disso, as proteinas da matriz extracelular provisoria s&o
degradadas por MMPs, proteases dependentes de metais sintetizadas por
células locais para remodelar as proteinas da matriz extracelular feridas
(GUSHIKEN et al., 2021). Assim, os fibroblastos atuam na remodelagéo do
tecido ao sintetizarem colageno tipo |, elastina e outros compostos de matriz
extracelular permanente, resultando em maior resisténcia e flexibilidade na pele
regenerada (REINKE; SORG, 2012).

Figura 2: Diferentes fases da cicatrizacao (BEZERRA, 2021).

1. Lesdo 2. Inflamagao
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3.3 Feridas Crénicas e seus agravos

Sao consideradas feridas crbénicas ou de dificil cicatrizagdo aquelas
feridas que cujo tamanho n&o reduziu em mais de 40% a 50% (ATKIN et al.,
2019) ou néo cicatrizou em um periodo de 1 més (KYAW et al., 2018). As feridas
crbnicas podem ter diferentes causas e sdo normalmente classificadas em
categorias de ulceras de pé diabético, feridas relacionadas a doencga arterial
periférica, ulceras venosas de perna, Ulceras de pressao, lesdes e feridas
atipicas de dificil cicatrizacdo, e a cura dessas feridas cronicas depende dos
mais variados fatores bioldgicos complexos e regimes de tratamento de feridas
(ZHU et al., 2022).

Um dos grandes problemas de feridas dificeis de curar € que consomem
quantidades desproporcionais de produtos médicos que vao desde dispositivos
até medicamentos e demandam muito tempo dos profissionais de saude.
Mesmo apesar da relativa padronizagdo do gerenciamento de feridas crénicas,
as taxas de cicatrizagéo variam consideravelmente em feridas de pés diabéticos
classificadas como estagio 4 de acordo com o Sistema de Ferida, Isquemia e
Infeccdo no Pé (WIfl), onde o tratamento e cura podem levar até uma média de
190 dias (MATHIOUDAKIS et al., 2017). Ja ulceras venosas nas pernas
adequadamente gerenciadas com 12 semanas de compressado tém taxas de
cicatrizagédo de 32 a 55%; em 24 semanas, até 68% podem curar (IGLESIAS et
al., 2004). Além disso, entre 12% e 47% dos pacientes com ulceras venosas nas
pernas gerenciadas ao longo de 12 meses podem n&o cicatrizar. As taxas de
cicatrizagdo com bandagem de compresséo por periodos mais prolongados de
até 420 dias podem chegar a cerca de 90% e mais de 500 dias, 93% (ATKIN et
al., 2019).

As Ulceras venosas nas pernas hoje s&o o tipo mais comum de ferida
crbnica apos ulceras por pressao, com uma prevaléncia estimada de 1,5 a 3
casos por 1.000 pessoas. A maior prevaléncia acomete individuos com mais de
65 anos de idade tendo uma incidéncia anual de 1,2%. A prevaléncia de ulceras
tem sido um pouco estavel ao longo do tempo e por pais, mas variando de acordo
com a localizagdo, ou seja, populacdo completa ou ambiente de cuidados
primarios (FALANGA et al., 2022) .
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No entanto, um outro grande problema é que mesmo depois de uma
ferida cronica cicatrizar até 40 % de Ulceras causadas por diabetes
(ARMSTRONG; BOULTON; BUS, 2017) e 69% das ulceras venosas de perna
(O'MEARA et al., 2012) podem recorrer dentro de 1 ano.

Quando se trata do impacto das feridas cronicas na vida das pessoas
acometidas e nos recursos financeiros do setor saude, estudos demonstram
resultados preocupantes. Nesses casos a qualidade de vida é impactada
negativamente devido a alteragbes na imagem corporal, prejuizos na mobilidade,
presenca de dor, incapacidade para o trabalho e déficit no autocuidado (DE
OLIVEIRA et al., 2019). Outro motivo seriam que essas lesdes também geram
altos custos assistenciais, visto que envolvem tratamentos complexos e longos,
uso de terapias topicas, cuidados domiciliares, internagdes, além de possiveis
recorréncias frequentes (RODRIGUES, 2023).

A prevaléncia global de feridas cronicas é estimada em 1,51 a 2,21 por
ano a cada 1.000 habitantes, e espera-se que essa incidéncia aumente com
envelhecimento da populagdo em todo o mundo (GOH et al., 2020). Nos Estados
Unidos da Ameérica (EUA) estima-se que até 4,5 milhdes de pessoas sejam
portadoras delas (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Um estudo realizado nos EUA, utilizando o sistema de seguros de saude
Medicare, demonstrou que as feridas afetaram 15% dos usuarios e estimou-se
que o gasto anual para o tratamento foi de US$ 28 bilhdes (NUSSBAUM et al.,
2018). Ja no Brasil, estudo conduzido em uma unidade de cuidados paliativos e
prolongados identificou os custos de materiais requeridos para os curativos e
estimou-se que custo médio total tenha sido de R$ 36.629,95/més e R$ 915,75
paciente/més, projetando assim que os gastos poderiam atingir R$
445.664,38/ano (MOREIRA COSTA et al., 2015).

Entretanto, estimar a prevaléncia de feridas é uma tarefa bem
desafiadora, pois ndo ha concordancia ou distingdo reconhecida entre feridas
agudas e cronicas ou um claro consenso preé-estabelecido sobre o periodo para
a cronicidade da lesdo (MARTINENGO et al., 2019).
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3.4 Filmes Curativos

Como intuito de acelerar o processo curativo e de cicatrizacéo e reaver a
qualidade de vida dos pacientes, a industria vem buscando desenvolver novos
materiais que tenham baixo custo, baixa toxicidade e somado a isso uma alta
eficiéncia. Tém se destacado os materiais formadores de filmes poliméricos
como uma alternativa vantajosa e promissora para o desenvolvimento desses
novos materiais (CHEN; LIU, 2016).

Nos ultimos anos o setor de biomateriais vem crescendo cada vez mais,
propiciando melhorias na qualidade de vida humana e despertando a curiosidade
cientifica. Esses biomateriais sdo substdncias ou combinagdes destas, de
origem sintética ou natural que podem ser usadas por qualquer periodo de tempo
para aumentar ou substituir total ou parcialmente qualquer tecido, 6rgdo ou
fungao fisioldgica. Eles podem ser classificados como biomateriais metabdlicos,
ceramicos, compdositos, ou poliméricos, onde os poliméricos possuem uma vasta
aplicagéo em curativos (BRITO DE QUEIROZ; FERREIRA TOMAZ, 2021).

Entdo para que um polimero seja eficaz ele necessariamente precisa
apresentar um desempenho adequado entre a interacdo do biomaterial, as
células e os fatores de crescimento (BAHIA BRASIL et al., 2010).

Os filmes feitos a partir de polimeros funcionam como possiveis
substitutos temporarios da pele, protegendo como uma barreira fisica e
mecanica, principalmente no manuseio de infeccbes das feridas. Os filmes
poliméricos, que possibilitam uma melhora no processo regenerativo, onde
seu uso apresenta algumas vantagens que valem destaque como:
capacidade de absorcao de fluidos e exsudatos provenientes da ferida sem
vazamentos, ndo exigindo troca e limpeza frequentes, permite troca gasosa
apropriada, proporciona microambiente umido, além de proteger a ferida de
microrganismos e outros agentes téxicos, elevando a qualidade do processo de
regeneracao e reduzindo os riscos de complicagdes (ALl et al., 2020; HASATSRI
et al., 2018a).

Sempre que a pele é submetida a alguma lesdo ou dano, numa primeira
etapa, o corpo humano sabe como superar essa lesdo (MINUTTI et al., 2017).
Entretanto, em situagdes em que a pele seja gravemente lesionada, € necessario

vestir-se como uma atadura de gaze, que funciona como uma cobertura contra
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a entrada de fatores externos. Para obter uma melhor recuperacéo, curativos
modernos sao recomendados devido a sua capacidade de preservar a umidade
ao redor da ferida, promover a cicatrizagdo da ferida, absorver sangue extra e
também devido as suas atividades antibacterianas e a remocéo indolor
(TORKAMAN et al., 2021). Portanto, uma vasta gama de curativos tem sido
desenvolvida e usada, incluindo poli (acido lactico-co-glicolico) (SHIN et al.,
2016), poliuretano (UNNITHAN et al., 2017), alginato (VARAPRASAD et al.,
2020), acido hialurénico (FAHMY; ALY; ABOU-OKEIL, 2018), heparina (GOH;
HWANG; TAE, 2016), celulose (PORTELA et al., 2019) , quitosana (RAHMANI
et al., 2020), colageno (STRONG et al., 2016), gelatina (YAO et al., 2017) e
goma de guar (ANSARI; MEFTAHIZADEH; ESLAMI, 2023).

3.5 Moringa oleifera

Moringa oleifera € uma planta decidua tropical de crescimento rapido que
pertence a familia Moringaceae, ordem Capparidales, classe Magnoleopsida.
Moringa oleifera apresenta raizes espessas e tuberosas, folhas verdes claras e
floragdo abundante com frutas e sementes alongadas e pendentes. E
identificada por seu fruto na forma de uma vagem longa e lenhosa, que, quando
madura, se abre em dois folhetos, que contém as sementes trivalentes com asas
longitudinais. Suas folhas pinadas s&o divididas em folhetos dispostos em um
raquis (ASENSI; VILLADIEGO; BERRUEZO, 2017; MILLA; PENALVER; NIETO,
2021).

As flores sdo agrupadas em paniculas axilares, sdo bissexuais,
zigomorficas com cinco pétalas brancas desiguais, cinco sépalas, cinco estames
e varios estaminodes; elas tém pedicelos e inflorescéncias auxiliares. A planta
tem caules eretos e raizes tuberosas. E uma arvore que pode atingir 7 a 12 m
de altura e 20 a 40 cm de didmetro, com uma coroa aberta e caule reto (MILLA;
PENALVER; NIETO, 2021).

O unico género Moringa consiste em 13 espécies, que sao elas; M.
arborea, M. concanensis, M. drocanensis, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M.

pygmeae, M. pilgrim, M. rospoliana,M. ovalifolia, M. stenopetala, M. rivae, M.
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oleifera e M. borziana, que foram amplamente distribuidas e naturalizadas em
Bangladesh, Sri Lanka, Paquistdo, regido da Arabia, Africa, indias Ocidentais,
Flérida, América do Sul, Peru, Paraguai e Brasil (FAHEY, [s.d.]; OLSON, 2002).

A espécie Moringa € uma planta popular desde os tempos muito antigos
por causa de seu uso tradicional como agente de cura para a saude e também
como alimento, devido ao uso de diferentes estruturas vegetativas, como folhas,
cascas de vagens, caule, flores, frutas e sementes (ISLAM et al., 2021).

A composicdo quimica da M. oleifera pode variar dependendo das
variagbes climaticas, do manejo da cultura, se é cultivada ou selvagem, do
estado de maturidade da planta no momento da colheita, do tipo de
processamento pos-colheita e depende da area de cultivo, ou seja, da terra onde
é cultivada. E uma planta rica em metabolitos primarios, fonte de minerais, como
calcio, potassio, zinco, magnésio, ferro, fosforo e cobre, sua folha possui um alto
teor de proteina, devido a grande presenca de aminoacidos essenciais, que
constituem 30% do seu peso seco (GOMEZ; ANGULO; JOHANA, 2014; LEON-
FELIX; ANGULO-ESCALANTE; DORADO, 2017). J&4 a semente apresenta uma
alta proporcao de acidos graxos monoinsaturados/saturados (MUFA/SFA),
esterdis e tocoferdis, bem como proteinas ricas em aminoacidos de enxofre
(LEONE et al., 2016).

As diferentes partes da Moringa oleifera sdo boas fontes de metabdlitos
secundarios, como glicosinolatos, flavonoides e acidos fendlicos (AMAGLO et
al., 2010), carotenoides, tocoferdis (SAINI; SHETTY; GIRIDHAR, 2014).
Alcaloides, saponinas, taninos, esteroides, acidos fenolicos, alcaloides,
carotendides, polifendis, isotiocianatos, fitatos, glucosinolatos, flavonoides e
terpenos podem ser encontrados na folha de Moringa oleifera. Entre os
glucosinolatos, o benzil 4-O-(a-L-rhamnopyranosiloxi)-glucosinolato € o mais
predominante (glucocomoringina) (AMAGLO et al., 2010). A semente é rica em
fitosterois, sendo mais abundantes dos quais sdo [-sitosterol, estigmasterol e
campesterol, Alcaldides, saponinas, fitatos, taninos e compostos fendlicos
(quercetina e &cido p-hidroxibenzoico) (MILLA; PENALVER; NIETO, 2021).

3.6 Aplicagoes da Moringa oleifera
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Todas as partes da moringa como raizes, folhas, flores, frutos, sementes,
caule e casca possuem aplicacdo na medicina e nutricdo. Esses usos vao desde
a cosmeética, no tratamento de agua e efluentes, produgao de energia, biomassa,
forragem, alimentagédo animal, produgcado de mel e outros como potencializador
do crescimento de plantas, como quebra-vento e em sistemas agroflorestais
(VICENTE et al., 2023).

Além disso, M. oleifera é geralmente conhecida como “a arvore milagrosa”
por causa de suas propriedades médicas benéficas unicas, como atividade anti-
inflamatoria, que se da devido ao conteudo de flavonoides, alcaloides, taninos e
glicosideos, entre os quais a quercetina parece inibir a ativagdo da NF-KB,
produzindo assim um efeito anti-inflamatério (CHEENPRACHA et al., 2010; DAS
et al., 2013). Apresenta também efeitos antioxidante (PAIKRA; DHONGADE;
GIDWANI, 2017), hepatoprotetor (BRILHANTE et al., 2017), anticancer (BARHOI
et al., 2021), antitumoral (PATRIOTA et al., 2020) e antimicrobianos (ABD EL-
HACK et al., 2022; BINDHU et al., 2020; PETER et al., 2011).

Cada parte da arvore de moringa, incluindo folhas, raizes, casca,
sementes, flores e vagens, é comestivel por peixes e gado. Varios relatorios
indicaram que as refeicbes de M. oleifera poderiam ser utilizadas de forma
eficiente por uma grande variedade de espécies animais, como cabras, gado,
frango e também peixe (MILLA; PENALVER; NIETO, 2021).

No entanto, a Moringa oleifera ndo é totalmente segura, pois muitos
estudos encontraram varios compostos que foram associados a doencgas
hepaticas, renais, hematoldgicas e outras. Um exemplo sdo as sementes de
Moringa oleifera que, quando assadas apresentam mutagénicos potenciais,
como 4-(a-lramnopyranosiloxy)-benzilglucosinolato, que aumentaram a
proporcdo de eritroblastos policromatofilicos micronucleados, indicativos de
algum grau de genotoxicidade (ASARE et al., 2012).

3.7 Lectinas

Lectinas compdem um grupo diverso de proteinas com caracteristicas ndo

imunes que fazem ligagbes multivalentes e reversiveis aos carboidratos. As


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/moringa
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/farm-animal

33

mesmas reconhecem especificamente, por meio de seu dominio ndo catalitico,
diferentes estruturas de glicose, como mono, oligo ou polissacarideos presentes
em glicoproteinas ou glicolipidios, sem alterar as estruturas de carboidratos (DE
SOUSA et al., 2021). Essas lectinas possuem uma variada distribuicdo na
natureza, sendo encontradas em microrganismos, algas, esponjas e veneno de
serpentes. Em plantas ja foram isoladas e caracterizadas de diversos tecidos,
tais como: cerne, casca, semente, folha, flor, raiz e rizoma (LIS; SHARON, 1998;
SILVA, 2019).

A primeira descrig&do sobre lectinas foi feita em 1888 quando Stillmark, ao
estudar a toxicidade de extratos de Ricinus communis (mamona), observou em
a capacidade de aglutinar eritrocitos e atribuiu essa capacidade a presenga de
uma proteina, a ricina (KENNEDY et al., 1995). Pouco tempo depois, outra
hemaglutinina, chamada abrina, foi descoberta em sementes de Abrus
precatorius (jequiriti). No entanto, o estudo sobre estas proteinas s comecgou a
ganhar impulso com os trabalhos de Sharon e Lis em 1972, abrindo grandes
possibilidades de aplicagdo para essas proteinas (BIES; LEHR; WOODLEY,
2004; GABOR et al., 2004; LAVIN DE JUAN et al., 2017).

O termo lectina usado para denominar essas proteinas € originado do
latim lectus, que significa selecionado, pois refere-se a capacidade dessas
proteinas de ligarem-se seletivamente a carboidratos (PAIVA et al, 2011). Outro
termo também usado é aglutinina, que vem como um sindnimo para lectina,
porque atribui-se a habilidade de aglutinar eritrcitos ou outras células (DE;
CARVALHO, 2013). Essas proteinas n&o possuem um carater imunologico, o
que as diferencia de anticorpos anticarboidratos que aglutinam células. Ainda,
os anticorpos sao estruturalmente parecidos, enquanto as lectinas diferenciam-
se entre si quanto a composicdo aminoacidica, requerimentos de metais, massa
e estrutura tridimensional (COELHO et al, 2010).

As lectinas em sua grande maioria podem ser di ou polivalentes, sendo
essas capazes de se ligar, de maneira reversivel e especifica, a mono e
oligossacarideos (Figura 3), que se apresentam em solugdo ou ligados a
membrana celular (BONNARDEL et al., 2020; MARTINEZ-BAILEN; ROJO;
RAMOS-SORIANO, 2023).
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Figura 3: Representacdo esquematica da ligagdo da lectina a um carboidrato
(A). As setas representam pontes de hidrogénio e outras forgas envolvidas a
ligacdo (BREITENBACH; COELHO, 2017).

A

Hydrogen Dongs, van der
Waals or hydrophobic
Interactons

Lectin O Bacteria

A presenca ou auséncia de lectinas em uma amostra pode ser identificada
pelo ensaio de atividade hemaglutinante, no qual ocorre a aglutinacéo devido a
interagdo da lectina com carboidratos da superficie dos eritrocitos atraves de
seus sitios de ligagao, formando uma rede entre eles (Figura 4A). Os eritrocitos
utilizados podem ser tanto de humanos como de outros animais, os quais podem
ser tratados com enzimas (tripsina, papaina, entre outras) visando aumentar a
interagdo lectina-eritrocito ou com reagentes quimicos, como o glutaraldeido ou
formaldeido, reagentes esses que promovem uma maior fixagdo dos eritrécitos
e possibilita o armazenamento deles por mais tempo (COELHO et al, 2010;
NAPOLEAO et al., 2013).

A especificidade das lectinas por carboidratos pode ser investigada por
meio do ensaio de atividade hemaglutinante na presenga dessas moléculas.
Nesse teste, a lectina € diluida em uma placa de microtitulagdo contendo uma
solucdo de carboidratos livres. Apds a incubacado e a adigao dos eritrécitos,
observa-se a ocorréncia ou auséncia de aglutinagdo. Se a lectina reconhecer e
se ligar aos carboidratos livres em solugéo, a interagdo com os carboidratos
presentes na superficie dos eritrocitos sera bloqueada, resultando na auséncia
de hemaglutinacéo (Figura 4B). Esse comportamento revela a especificidade da
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lectina testada. Lectinas de origem vegetal podem se ligar a carboidratos
simples, como monossacarideos, ou a estruturas mais complexas, como
oligossacarideos e glicanas, incluindo acidos N-glucurénico, galacturénico,
xilurénico, L-idurdnico, sialico e N-acetilmuramico (VAN DAMME, 1998).

Figura 4. Ensaio de hemaglutinagéo e de inibicdo da hemaglutinagdo em placas
de microtitulagdo. Os circulos mostram representa¢des esquematicas da rede
de eritrocitos formada pela lectina (A) e inibicdo da atividade hemaglutinante por

carboidratos livres (B).

A Atividade Hemaglutinante B Inibicdo da atividade Eritrécito
hemaglutinante
Lectina
e )
X ) Carboidratos livres ou
)/q . /. \ b H ligados aos eritrécitos
/ b\ /

Fonte: (MICHELLE; SILVA, 2019).

O ensaio de atividade hemaglutinante pode também ser utilizado para
investigar a interac&o de lectinas com eritrocitos de diferentes espécies animais.
As lectinas podem apresentar especificidade para grupos sanguineos humanos,
como a lectina da polpa do fruto de Aegle marmelos, especifica para eritrocitos
do tipo A (RAJA et al., 2011), e do cogumelo Marasmius oreades especifica para
eritrécitos do tipo B (WINTER; MOSTAFAPOUR; GOLDSTEIN, 2002). Outras
lectinas, no entanto, sdo caracterizadas como n&o especificas para grupos
sanguineos como a lectina da esponja Cinachyrella apion (MEDEIROS et al.,
2010), que aglutina todos os tipos de eritrocitos humanos.

3.7.1 Purificagdo e caracterizagao de lectinas
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A purificag&do de lectina € um processo essencial para o entendimento de
sua estrutura proteica e atividade biologica. O procedimento de purificagdo
envolve varias etapas e a quantificacéo de proteinas é realizada frequentemente
através de metodologias colorimétricas como Lowry (LOWRY et al., 1951) e
Bradford (BRADFORD, 1976).

O procedimento de purificagdo € iniciado com a extragao da proteina com
agua, NaCl 0,15 M ou solugao tampao. Em geral, apds a extragéo é realizada
uma etapa de precipitagcao da proteina utilizando-se o sal sulfato de amdnio em
diferentes faixas de concentragcdo. O sal por ser altamente soluvel retira a
camada de solvatagdo da proteina, o que resulta na precipitagdo de algumas
proteinas. A fracdo proteica é entdo dialisada para eliminacdo do sal e o
isolamento da proteina pode ser realizado por meio de métodos cromatograficos.
Os processos cromatograficos também podem separar formas desnaturadas e
nativas da proteina (BREITENBACH et al., 2011).

A cromatografia de afinidade, troca iGnica e exclusdo molecular s&o
meétodos eficientes em isolar lectinas desde que exploram as diferencas entre
elas quanto a bioafinidade, carga e tamanho, respectivamente. Os suportes para
cada tipo exibem caracteristicas que viabilizam a separagdo como presencga de
ligante (afinidade), carga (troca ibnica) e poros (exclusdo molecular). A
cromatografia de afinidade, dentre os métodos cromatograficos, € a mais
utilizada por sua grande eficiéncia em isolar lectinas com alto padrao de pureza.
Os suportes para cromatografia de afinidade para isolamento de lectinas contém
carboidratos e o processo de separagao se da quando a lectina se liga ao suporte
via seu sitio de ligagdo a carboidrato. Sdo exemplos de suportes a quitina,
agarose, gel de guar (BREITENBACH et al., 2011; COELHO et al., 2009;
SANTOS et al., 2009; SOUZA et al., 2011).

A caracterizagao de lectinas pode ser realizada por varias técnicas, onde
uma muito usada é a pér eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), método
que se baseia na migracdo de particulas carregadas, influenciadas por um
campo elétrico, sendo util na avaliagdo do grau de pureza de estruturas
moleculares. Quando realizada em presenga do agente desnaturante sulfato
sédico de dodecila (SDS-PAGE) revela a massa molecular da proteina
desnaturada e a inclusdo do agente redutor B-mercaptoetanol no processo,
mostra a composi¢éo de subunidades (PAJIC et al., 2002).
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3.7.2 Classificagao de Lectinas

As lectinas apresentam uma enorme variedade estrutural, mas uma
caracteristica comum a todas é a presenga de pelo menos um sitio de ligag&o a
carboidratos, que corresponde ao chamado dominio de reconhecimento de
carboidrato (CARVALHO et al., 2018; DOLEJAL; PPGBOT; ALEGRE, 2007;
GABIUS, 1994; LAM; NG, 2011). Existem varias classificagbes para as lectinas
qgue levam em consideracgao diferentes critérios.

As lectinas de plantas tém sido subdivididas em merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
Merolectinas s&o aquelas proteinas que possuem apenas um dominio de ligagcao
a carboidratos e, por esse motivo, ndo podem precipitar glicoconjugados ou
aglutinar células. Hololectinas possuem dois ou mais dominios idénticos de
ligac&o a carboidratos, fazendo assim com que haja aglutinagao de células e/ou
precipitagdo de glicoconjugados. A maior parte das lectinas de plantas pertence
a esse grupo. As quimerolectinas sdo proteinas com um ou mais dominios de
ligacdo a carboidratos e um dominio ndo-relacionado, o qual pode ter uma
atividade enzimatica bem definida ou outra atividade biolégica, agindo
independentemente dos dominios de ligagdo a carboidratos. As superlectinas
possuem pelo menos dois dominios de ligagao a carboidratos ndo idénticos que
reconhecem agucares estruturalmente diferentes. Um exemplo de superlectina,
€ a lectina de bulbo de tulipa TxLCI, que contém dois dominios diferentes de
ligac&o a carboidratos, que liga especificamente residuos de manose e N-acetil-
galactosamina (VAN DAMME et al., 1997).

Existe também a classificagdo que leva em consideracdo os aspectos
estruturais e evolutivos das lectinas. Nesta, as lectinas sdo agrupadas como:
amarantinas, lectinas de ligagc&o a quitina, lectinas do floema de Cucurbitaceae,
lectinas relacionadas a jacalina, lectinas de leguminosas, lectinas de ligagao de
manose monocot e as proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (PIR)
(MISHRA et al., 2019).

As lectinas ainda podem ser classificadas de acordo com a especificidade
a um ou mais carboidratos sendo lectinas ligadoras de galactose (ADAMUDE et
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al., 2020), manose (JONES et al., 2017), N-acetilglicosamina (GOMES et al.,
2013) ou D-glicose/manose (ROSAS-BURGOS et al., 2017) entre outros
acucares. A figura 3 resume as diversas classificagbes e os critérios utilizados

em cada uma delas.

Figura 5: Classificagao de lectinas de planta (CASTELO BRANCO, 2021)
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3.8 Lectina cMoL

As sementes de Moringa oleifera sdo usadas na medicina alternativa para
tratar inflamacao, tumores e infecgdes bacterianas e protozoarias, por exemplo.
As sementes contém lectinas, que s&o proteinas de ligacédo a carboidratos com
varias propriedades bioldgicas (DE ANDRADE LUZ et al., 2017).

A lectina coagulante de Moringa oleifera (cMoL), pertence a um grupo de
lectinas isoladas de sementes de Moringa oleifera (familia Moringaceae). Esta
lectina é constituida por uma proteina monomeérica com um peso aproximado de

26,5 kDa, termoresistente e com maior atividade na faixa de pH 4,0-9,0 e com
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afinidade por glicoproteinas como azocaseina e asialofetuina. Conforme
revelado pelo SDS-PAGE apresenta atividade coagulante, semelhante ao sulfato
de aluminio, o coagulante mais amplamente utilizado no tratamento de agua
(ARAUJO et al., 2013; MEDEIROS et al., 2020; SANTOS et al., 2009).

cMoL apresentou atividade inseticida contra Anagasta kuehniella (DE
OLIVEIRA et al., 2011). A lectina também mostrou efeito inibitério sobre a enzima
superoxido dismutase de larvas de Aedes aegypti resistentes (AGRA-NETO et
al., 2014). Além disso, apresentou atividade citotdxica contra a linhagem
cancerigena B16- F10 (melanoma murino) (DE ANDRADE LUZ et al., 2017).
Quando imobilizada, esta proteina foi capaz de remover 30 miligramas de acido
humico, um composto organico de origem biolégica encontrado em aguas
superficiais, por grama de suporte (SANTOS et al., 2011).

A lectina cMol também apresentou efeitovfungistaticos contra cepas de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii e inibiu de forma significante a
formacgao de biofilme por C. neoformans (SILVA, 2023). Em testes realizados
Haemonchus contortus, um parasita de ruminantes a cMoL foi capaz de reduzir
a motilidade dos parasitas em todos seus estagios do parasita (MEDEIROS et
al., 2020). Em estudos de genotoxidade de cMoL a lectina ndo apresentou
nenhuma atividade genotoxica significante e nem efeitos toxicos para PBMCs
(BARROS et al., 2021).

Em testes com um, biossensor usando MOF/cMoL foi observado que o
mesmo foi capaz de monitorar residuos de corante em amostras tratadas com
eletrodos de ferro e aluminio, e que esse método de eletrocoagulagcéo foi
eficiente na remogédo do corante de carmim indigo e constitui um sistema
convencional (DE OLIVEIRA et al., 2023).

3.9 Goma Guar

A goma guar é obtida de sementes da Cyamopsis tetragonolobus, um
membro da familia Fabaceae, e cultivado principalmente no oeste da india e no
leste do Paquistdo, e em menor extensao em areas tropicais, como Ameérica do
Sul e Central, Africa, Australia e em regides semiaridas do sudoeste dos EUA.
Na sua composigédo a semente contém cerca de 80% de galactomanano 12% de
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agua, 5,0% de proteina, 2,0% de cinza insoluvel acida, 0,7% de cinza, 0,7% de
gordura e consiste em cadeias lineares de unidades (1 — 4)-B-D-mannopiranosil
com unidades de a-d-galactopiranosil ligadas por (1 — 6) ligagdes (FERREIRA,
2024; PRABAHARAN, 2011; SHARMA et al., 2018).

Figura 6: Estrutura quimica da Goma Guar (GG) (FERREIRA, 2024)
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A goma guar se mantém estavel entre uma faixa de pH de 5-8, entretanto,
a formacdo do gel, e por sua vez, a sua viscosidade, dependera total e
principalmente da temperatura, tempo, pH, for¢a e velocidade de agitagao, e do
tamanho das particulas da goma em p6 (GUAR et al., 2020).

A goma de guar hidrata facilmente em meios aquosos para produzir uma
solugdo pseudo-plastica viscosa que tem maior baixa viscosidade de
cisalhamento do que a maioria dos outros hidrocoloides (GEORGE; SHAH;
SHRIVASTAYV, 2019).

As mais variadas formas derivadas de goma guar sdo reportados na

literatura, tais como: carboximetil goma guar (DALEI; DAS, 2022), hidroxipropil
goma guar (YIN et al., 2018), goma guar oxidada com o tempo (CASTRO et al.,
2016), goma guar sulfatada (KAZACHENKO et al., 2021) e goma guar oxidada
com periodato de sodio (YU et al., 2022), entre outros.

A goma de guar tem uma grande aplicacdo industria, devido a sua
capacidade de formar ligacbes de hidrogénio com a agua, possibilitando a
formacdo de hidrogéis; de fato, em alimentos € utilizado em baixas
concentracdes, uma vez que apresenta elevada viscosidade, limitando a sua

utilizacdo em produtos mais fluidos. Suas aplicagdes estdo nos mais variados
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setores, como na industria de alimentos, téxtil, cosméticos, farmacéutica, entre
outras (GUAR et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ARTIGO1

Avaliagao de citotoxicidade, toxicidade dérmica e agao anti-infecciosa in
vivo da lectina coagulante de sementes de Moringa oleifera (cMoL).
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RESUMO

As plantas sdo fontes de lectinas bioativas e a versatilidade de atividades
biolégicas as tornam valiosas para aplicagbes biotecnoldgicas. O presente
estudo avaliou a toxicidade em células epiteliais, toxicidade dérmica e atividade
anti-infecciosa da lectina coagulante de Moringa oleifera (cMoL). Células HEK-
293 (1,0 x 10° células por pogo) foram incubadas por 24 horas com cMoL em
concentracdo de 3,12 a 100 pg/mL. No ensaio de toxicidade dérmica, os
camundongos tratados topicamente com dose unica (200 pg/mL) de cMoL foram
analisados por 14 dias. O ensaio de atividade anti-infecciosa usou larvas de
Tenebrio molitor infectadas ou n&do com Staphylococcus aureus e cMoL (100 -
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200 pg/mL). Aincubacgao de células HEK-293 com cMoL (3,125-100 pg/mL) n&o
resultou em citotoxicidade significativa, sendo detectado 94,65% de viabilidade
celular. No ensaio de toxicidade dérmica, ndo ocorreu mortalidade, sinal de
intoxicagdo ou alteragcdo no comportamento ou nos parametros bioquimicos e
hematoldgicos e padrao histologico. No bioensaio com larvas de T. molitor, cMoL
(100 - 200 pg/mL) ndo apresentou toxicidade e, no tratamento profilatico, a
concentracdo de 100 pg/mL aumentou a sobrevida das larvas infectadas em
cerca de um dia. No tratamento pés-infecgdo, a concentragdo de 200 pg/mL
também prolongou a sobrevida em um dia. O grupo infectado sobreviveu em
média 6 dias, enquanto o grupo tratado com 100 pg/mL teve 40% de
sobrevivéncia no dia 7. Os resultados demonstram que cMoL n&o é citotdxica
para células HEK-293 e a administragao topica da lectina na dose de 200 pg/mL
nao promoveu toxicidade em camundongos. Os dados também revelam que
cMoL tem efeito anti-infeccioso in vivo em infec¢des por S. aureus. O estudo

indica o potencial uso de cMoL no desenvolvimento de novos fitofarmacos.

1 INTRODUGAO

As lectinas sdo um grupo de proteinas heterogéneas, capazes de
estabelecer ligacbes especificas e reversiveis com monossacarideos e
oligossacarideos, estando livres ou ligados a superficie celular pelos sitios de
ligacdo especificos (SILVA e ARAUJO, 2021). As plantas sdo consideradas a
fonte mais acessivel dessas proteinas, sendo possivel extrair e isolar lectinas de
diversas partes de sua anatomia, incluindo sementes, cascas, folhas, frutos,
raizes e tubérculos (SANTOS et al., 2014).

Estudos envolvendo lectinas ja relataram ampla gama de atividades
biolégicas, incluindo acdo antifungica (SANTOS, 2021) e atividades
antibacteriana (CARNEIRO et al., 2022), anti-inflamatéria (LOPES, 2022) e
cicatrizante (LIMA et al., 2022). No entanto, apesar das aplicagbes médicas
promissoras das lectinas vegetais, € fundamental considerar os desafios e
preocupagdes de seguranga associados ao seu uso. Mais pesquisas s&o
necessarias para explorar completamente o potencial terapéutico dessas
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proteinas e abordar questdes relacionadas a sua eficacia, seguranga e métodos
de administraggo ideais (KONOZY e OSMAN, 2022).

Dentre as fontes vegetais de lectinas, as sementes de Moringa oleifera
representam uma alternativa promissora tanto para a nutrigdo humana quanto
para aplicagdes biomédicas. Os produtos derivados de sua farinha incluem paes,
biscoitos, bolos, cookies, hamburgueres e mingaus infantis (OYEYINKA e
OYEYINKA, 2018; SAA et al.,, 2019). A lectina coagulante extraida das
sementes, denominada cMoL, é uma proteina monomérica de aproximadamente
26,5 kDa, termoresistente e com afinidade por glicoproteinas (MEDEIROS et al,
2020). Estudos demonstraram que a cMoL apresenta atividades antitumoral (DE
ANDRADE LUZ et al.,, 2017), antifungica (SILVA, 2023) e antiparasitaria
(MEDEIROS et al., 2020), além de ser livre de genotoxicidade (BARROS et al.,
2021).

A pele representa cerca de 15% do peso corporal total dos seres humanos
e desempenha um papel essencial como primeira linha de defesa contra o
ambiente externo. Além de bloquear ameagas como radiagdo ultravioleta,
microrganismos e antigenos, a pele é crucial para a manutengdo da homeostase

do corpo, regulando diversas fungdes vitais (CHENG et al., 2024).

O estudo da toxicidade dérmica de compostos naturais € um aspecto
crucial na avaliagcdo de sua seguranga para uso de um produto terapéutico
(NORONHA et al.,, 2023). Alguns compostos bioativos, como alcaloides,
terpenoides e flavonoides presentes em plantas medicinais, podem apresentar
efeitos adversos quando aplicados na pele, causando desde irritacbes leves até
reacdes alérgicas severas (JUCA et al., 2020, CAMPOS et al., 2016). A absorgao
cutanea desses compostos depende de fatores como polaridade, peso molecular
e interagdo com componentes da barreira epidérmica (VIANNA, SILVA e
HAMERSKJ, 2011).

Estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo sédo essenciais para determinar a
dose segura e minimizar riscos, garantindo a eficacia e seguranga de compostos
em formulagdes (NORONHA et al., 2023). Assim, a avaliagdo da toxicidade de

biomateriais envolve diversas etapas, incluindo a identificagcdo de alvos
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terapéuticos, analise do potencial citotdéxico, inducdo de estresse oxidativo,
resposta pro-inflamatdria e avaliagdo de possiveis efeitos genotdxicos (DOMB et
al., 2021).

Portanto, este trabalho buscou avaliar a citotoxicidade, toxicidade dérmica
e acgao anti-infecciosa in vivo da lectina coagulante de sementes de Moringa

oleifera (cMoL).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento da lectina coagulante de sementes de Moringa oleifera
(cMol).

cMoL foi isolada segundo o procedimento previamente estabelecido por
Santos et al. (2009) com adaptagdes. Primeiramente, foi obtido o extrato salino
a partir da homogeneizagao das sementes (10 g) em 100 mL de NaCl 0,15 M
durante 6 horas a 28 °C. Posteriormente, a mistura foi filtrada e centrifugada e o
sobrenadante correspondeu ao extrato. As proteinas do extrato foram
precipitadas com sulfato de aménio (60% de saturagdo) e o precipitado obtido
(fragao proteica) foi solubilizado com NaCl 0,15 M. Em seguida, a fragao proteica
foi dialisada (4h, 28 °C) com trés trocas de agua destilada e a ultima troca de
NaCl 0,15 M. A fragéo proteica dialisada foi aplicada a uma coluna de gel de guar
(10 x 1 cm) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M a um fluxo de 20mL/h. A
lectina cMoL foi eluida da matriz com NaCl 1,0 M. Todo processo de purificagcao
foi acompanhado pelo teste de atividade hemaglutinante (PAIVA & COELHO,
1992) e dosagem proteica (LOWRY et al., 1951).

2.2 Ensaios de viabilidade celular

2.2.1 Cultura
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As células da linhagem HEK-293 foram ressuspendidas em meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM-Invitrogen®), apds duas lavagens com PBS 1X,
e contadas utilizando o Countess 3 (Thermo Fisher®). O cultivo foi realizado em
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®), 1% L-
Glutamina (Sigma®) e antibidticos. Para os ensaios de viabilidade celular, as
células foram semeadas (placas de 48 pogos / 10¢ células/ pogo) em diferentes

esquemas de cultivo celular.

2.2.2 Ensaios de citotoxicidade

As células da linhagem HEK-293 foram incubadas com diferentes
concentragbes de cMoL (3,125 a 100 pg/mL) por 24 h. Para avaliar o efeito
citotoxico da lectina, as células foram centrifugadas e coradas com iodeto de
propidio (50 uM). Todas as aquisi¢oes foram realizadas por citometria de fluxo
(50.000 eventos; plataforma Accuri BD®) e as andlises foram realizadas
utilizando a plataforma de citometria Accuri e plotados usando o software Prism
v.8.0®.

2.3 Ensaio de toxicidade dérmica

O ensaio de toxicidade dérmica de cMoL foi realizado utilizando
camundongos Swiss fémeas (n= 6/grupo), conforme o protocolo da OECD 402
(2017) com aprovagao do Comité de ética no uso de animais (n.° 0065/2023) da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais com pele saudavel e intacta,
foram depilados 24 h antes do inicio do ensaio, sendo os pelos removidos da
area (10% da area total da superficie corporal) dorsal/flanco dos animais. Os
animais foram separados nos grupos controle, tratado com NaCl 0,15 M e o
grupo cMolL, tratado com a lectina na concentragdo 200 ug/mL. As amostras
foram aplicadas topicamente e uniformemente sobre a area exposta
dorsal/flanco.

Apoés a aplicagdo, as amostras foram mantidas em contato com a pele

com um curativo de gaze porosa e micropore nao irritante durante um periodo
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de 24 h. Todos os animais, foram observados imediatamente apos a
administragao e apos 30 min, 1h, 2h, 3h e 4h da aplicacdo das amostras, sendo
em seguida, observados diariamente por um periodo de 14 dias. As alteragdes
na pele e pelagem, olhos, membranas mucosas e nos sistemas autbnomo e
nervoso central foram observadas. Também foi observado a ocorréncia de
tremores, convulsdes, salivagédo, diarreia, letargia, sono e coma. Ao final do
periodo experimental, foi realizada a coleta de sangue para a realizagédo de
analises bioquimicas e hematoldgicas. Posteriormente, os animais foram
eutanasiados por meio de administragao por via intraperitonial de dose letal de
cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) e em seguida, a pele e os 6rgaos
(bacgo, coragao, figado, pulmdes, rim e cérebro) foram coletados para realizag&o
das analises histoldgica.

2.41 Analises Histopatologicas

Imediatamente apds a retirada da pele, as amostras foram fixadas em
formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01 M, pH 7,2 por 48 h e, em seguida,
o PBS foi substituido por solugdo de etanol 70% (v/v). Cada fragmento de pele
foi desidratado em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em Xilol e
incluidos em parafina. Apos microtomia (5 yum de espessura), os cortes foram
corados pela Hematoxilina Eosina (H&E) e Tricrdbmico de Masson. Trés cortes
paralelos foram obtidos para cada espécime e fotografados (aumento de 100x)
para quantificacdo de células polimorfonucleares, mononucleares e
fibroblastos/mioblastos e vasos sanguineos. A producdo de colageno foi
avaliada em fragmentos seccionados (3 ym) da lesdo corada com PicroSirius.

Para analise histolégica dos orgaos figado, rins, bago e coragao foram
removidos imediatamente apds a eutanasia. Primeiro, os 6rgaos foram pesados
e 0 peso relativo de cada orgao foi calculado usando a férmula: Peso relativo (%)
= peso do 6rgéo (g)/peso corporal (g) x 100. Posteriormente, os 6rgédos foram
preparados para microscopia. Para isso, eles foram tratados com uma
metodologia a idéntica a que foi usada para preparagado da pele. Os blocos
obtidos foram entdo seccionados em fatias de 4 ym de espessura usando um

microtomo rotativo Leica (RM2125RT). As secc¢des foram coradas usando
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hematoxilina e eosina e Tricrbmico de Masson. As amostras foram avaliadas
qualitativamente para detectar qualquer dano tecidual. Para capturar as
imagens, foi utilizado um microscoépio Leica brightfield (DM500) equipado com
uma camera Leica (ICC50W), com ampliagdes de 100 x para todos os 6rgaos.

2.4 Modelo de infec¢cao usando larvas de Tenebrio molitor

Larvas de Tenebrio molitor (aproximadamente 100 mg) foram
randomizadas em 3 grupos (n =10/grupo) e higienizadas com alcool 70%. Os
grupos da toxicidade apenas da lectina cada larva recebeu 10 yL de cMoL nas
concentragdes avaliadas e o grupo controle recebeu 10 yL de PBS. Ja para o
grupo profilatico as larvas receberam um tratamento duas horas antes da
infecgdo com as concentragdes de cMol apds as duas horas de tratamento cada
larva recebeu 10 pL de suspensao de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (1,0
x10° UFC/larva) através da membrana ventral entre o penultimo e o terceiro
segmento abdominal (em direcdo a cauda). O grupo tratamento foi infectado e
apos 2 h de infecgdo, os grupos de larvas receberam 10 pL de cMoL em
diferentes doses (100 e 200 ug/mL) (COLASSO et al., 2020). Os animais foram

incubados a 37 °C. A viabilidade foi avaliada diariamente por auséncia de

movimento. Larvas inoculadas com o microrganismo e tratados com PBS foram
utilizados como controle negativo (infectados por S. aureus grupo), enquanto
larvas nao infectadas foram o controle positivo. A morte de todas as larvas do
grupo experimental ou a transigdo para a forma de pupa determinou o final do

experimento.

2.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média. As
porcentagens de inibigdo foram calculadas como a média das inibigdes obtidas
para cada experimento individual. Os graficos e a avaliagdo estatistica dos

resultados foram realizados por meio de analise de variancia (ANOVA) no
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programa Graphpad Prism 5.0, seguida pelo teste de Boferroni. Adotou-se o

nivel de significancia menor a 0.05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Toxicidade de cMoL

3.1.1 Ensaio de citotoxicidade

A incubacéo de 24 h das células da linhagem HEK-293 com cMoL (3,125 -
100 pg/mL) ndo resultou em morte celular significativa nas concentragdes
testadas. Neste ensaio, a viabilidade celular foi de 94,65%, indicando que cMoL
nao foi citotoxica para essas células (Tabela 1, Figura 01). Os resultados também
apresentaram diferenga estatistica significante quando comparadas com o

controle positivo de morte celular onde foi usado DMSO 10%.

Figura 1. Viabilidade de células da linhagem HEK-293 incubadas em diferentes
concentragbes de cMoL. As colunas representam a média + DP (n = 4). (-)
Controle negativo; (+) Controle positivo de necrose (Dimetilsulfoxido 10%); cMoL

- lectina coagulante de sementes de M. oleifera.
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Tabela. 01. Viabilidade/mortalidade de células da linhagem HEK-293 incubadas
em diferentes concentragées de cMoL. Valores expressos em porcentagem,

onde: V: viabilidade celular e M: morte celular.

Controle (-) Controle (+) 100 pg/mL 50 pg/mL
V (%) M (%) V (%) M (%) V (%) V (%) V (%) M (%)
1 97,6 24 75,6 244 94,5 55 96,5 3,5
2 97,8 2,2 69,1 30,9 94,8 5,2 96,1 3,9
3 97,4 2,6 87,5 12,5 94,6 54 95,7 4,3
4 97,6 24 75,6 244 94,6 54 96,1 3,9
25 pg/mL 12,5 pg/mL 6,25 pg/mL 3,123 pg/mL
V (%) M (%) V (%) M (%) V (%) M (%) V (%) M (%)
1 97,6 24 95,7 4,3 97,5 2,5 98,5 1,5
2 97,3 2,7 96,7 3,3 97,4 2,6 97,4 2,6
3 97,7 23 97,7 2,3 98,3 1,7 96,8 3,2
4 97,6 24 96,7 3,3 97,5 2,5 97,4 2,6

3.2 Ensaio de toxicidade dérmica
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A administracdo dérmica de cMoL na dose unica de 200 ug/kg de peso
corporal, ndo produziu sinais de toxicidade ou morte em todos os animais
experimentais. Os camundongos permaneceram ativos e responsivos a
estimulos, sem sinais clinicos ou morte que pudessem estar associados a
toxicidade da lectina. Os ganhos de peso corporal foram iguais no grupo controle
(105,7 £ 40,1 %) quanto no grupo tratado com cMoL (105,0 £ 5,6 %) (Tabela 2).
Entretanto, quando diz respeito ao consumo de alimentos no grupo controle o
consumo foi maior cerca de 17,2% em comparagdo com grupo tratado com

cMoL. No entanto, as diferencas n&o foram estatisticamente significativas.

Tabela 2. Ganho de peso corporal e consumo de alimentos de camundongos
dos grupos controle e tratados topicamente com dose unica (200 ug/mL) de
cMol, apos 14 dias. Valores expressos como média £ SEM, n = 6 animais/grupo,

p > 0,05 (teste T de amostras independentes).

Controle cMoL
(200 pg/mL)

Fémeas
Peso Corporal Inicial (g) 29+15 26,3+9,9
Peso Corporal Final (g) 30,6 + 11,7 27,6 +£1,9
Ganho de Peso Corporal (%) 105,7 £40,1 1050%£5,6
Ingestao de Alimentos (g) 214 £ 47 177 £4,0
Consumo de Agua (mL) 45+ 7.7 42 +57

Quando se trata da analise da toxicidade in vivo, avaliagdo do ganho de
peso, consumo de agua e alimentos € uma ferramenta de extrema importancia
para determinar o uso seguro de um composto uma vez que uma diminui¢do do
peso corporal pode estar relacionada a redugao apetite, bem como déficits
nutricionais associados a deficiéncias na absor¢ao de micronutrientes, vitaminas
e minerais ou até mesmo intoxicagdo. A ingestao de agua e nutrientes é de suma
importancia para a manutengdo da homeostase dos processos fisiologicos
(TEKE; KUETE, 2014). Demostrando que a lectina cMoL tem um baixo teor de
toxicidade.
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Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso
relativo de 6rgdos entre o grupo tratado com cMoL 200 pg/mL e o controle
(Tabela 3). Além disso, outras caracteristicas, como coloragao e textura, dos
orgaos permaneceram inalteradas. Da mesma forma, a administragao tépica da
lectina ndo causou alteragdes significativas (P > 0,05) em parametros
bioquimicos como proteinas totais, creatinina, triglicérides, GGT quando
comparados aos grupos controle (Tabela 4). No entanto, em comparagéo com o
grupo controle, a atividade sérica do Aspartato aminotransferase (AST) foi maior,
enquanto os niveis de Alanina aminotransferase (ALT) foi maior no grupo de

tratamento controle comparado com o tratado com cMoL.

Tabela 3. Peso relativo do 6rgéo (g/100 g de peso corporal) de camundongos
dos grupos controle e tratados topicamente com dose unica (200 ug/mL) de
cMol, apos 14 dias. Valores expressos como média £ SEM, n = 6 animais/grupo,

p > 0,05 (teste T de amostras independentes).

Controle cMoL
(200 pg/mL)
Orgaos Coracao (9) 0,13 £ 0,01 0,15+ 0,01
Pulmao (g) 0,20 £ 0,02 0,23 £ 0,05
Figado (g) 1,33 £ 0,35 1,70 £ 0,26
Rins (g) 0,37 £ 0,01 0,43 £ 0,05
Baco (g) 0,12+ 0,02 0,12+ 0,03

Alteragdes no peso do corpo e dos 6rgaos sao indicacdes claras de danos
causados pela substancia que esta sendo testada (AZALEA BERENGUER
RIVAS et al., 2013). Indo na contram&o do nosso estudo que ndo apresentou
alteragdes significativas nos pesos dos 6rgaos, um estudo usando acido
heptafluorobutirico (PFBA) incorporado em muitos produtos da industria se
mostrou toxico, levanto a um aumento no peso dos 6rgaos (figado e rins) apos
uma exposig¢ao subcrbnica de 28 dias de exposi¢cdo dérmica (WEATHERLY et
al., 2021).

Estudos mostraram que, independente de como os produtos quimicos
entram no corpo, eles podem chegar ao figado através do sistema circulatorio e
sofrem biotransformacgao (RUSYN; PETERS; CUNNINGHAM, 2006). cMoL n&o
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promoveu alteragdes nos parametros bioquimicos e hematolégicos como

mostram os dados das 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4. Parametros bioquimicos do sangue de camundongos dos grupos
controle e tratados topicamente com dose unica (200 pg/mL) de cMoL. CT:
Total; ALT: AST:

aminotransferase; GGT: gama-glutamiltransferase. Os valores representam a

Colesterol Alanina  aminotransferase; Aspartato

meédia + SEM (n=6/grupo).

Controle cMolL

(200 pg/mL)

Parametros Proteina total (g/dL) 5,17 £ 0,25 5,37 +0,20
Triglicérides (mg/dL) 163,64 £ 7,23 159,87 £+ 8,93
TC (mg/dL) 161,61+7,14 157,88 £ 8,82

ALT (U/L) 37,86 + 6,98 25,09 + 5,85

AST (U/L) 52,33 £ 2,56 66,82 £ 5,67

GGT (U/L) 9,28 + 4,00 9,54 + 3,25

Creatina (mg/dL) 0,91 +0,10 0,61 0,25

Ureia (mg/dL) 49,27 +1,29 51,81 £ 0,99

Tabela 5. Parametros hematolégicos de camundongos dos grupos controle e
tratados topicamente com dose unica (200 pg/mL) de cMoL. Os valores
representam a média £+ SEM (n=6/grupo).

Controle cMoL
(200 pg/mL)
Hematologia Hemacias (108/mm?) 9,774 £ 1,58 9,435 + 1,81
Hemoglobina (g/dL) 16,260 + 2,74 15,950 + 2,90
Hematocrito (%) 53,860 + 9,38 51,733 £ 10,67

Leucocitos (mm?) 5760,0 £ 3035,2 4960,0 £ 1911,2
20,200 £ 12,696 14,833 +2,714

Eosinofilos (%) - -

Segmentados (%)
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Linfocitos (%) 85,000 £ 11,9 84,500 + 3,061
Mondcitos (%) 3,000 £ 0,00 1,000 = 0,00
Plaquetas (103/mm?) 901,2£473,8 1072,5 + 230,7

Quando avaliado os parametros das series vermelha, branca e plaquetas
dos animais tratados em relagdo ao controle, ndo foi observado diferencas
estatisticas em nenhum dos parametros avaliados (Tabela 5), o que mostra que
a aplicacao topica da cMoL nao ocasionou alteracdo em nenhumas das séries.
Ja estudos usando acido perfluorooctandico (PFOA), mostraram que o uso
topico da substancia gerou um aumento significativo na quantidade de
neutrofilos apds o quarto dia de exposicao, foi possivel observar também que no
décimo quarto dia houve uma redug&o no numero total de células (SHANE et al.,
2020), mostrando assim que o uso de algumas substancias é sim capaz de
causar alteracdes nos mais variados tipos celulares, ndo somente nas células da
pele.

Os resultados da irritagdo dérmica ndo demostraram nenhuma evidéncia
de qualquer irritag&o visivel da pele (sem edema e eritema) e inflamagao durante
o periodo de estudo nos animais do grupo controle e tratados com cMoL (Tabela
6). Nas primeiras horas apds a aplicagao da proteina e nos dias seguintes de
observagao nio foi verificado nenhum sinal de edema ou eritema, pontuando-se
assim “0". Nao foi observado também mudangas nos parametros
comportamentais e fisicos dos animais apdés a aplicacdo de cMoL em

comparagao ao controle.

Tabela 6. Pontuagao de eritema e edema de camundongos dos grupos controle
e tratados topicamente com dose Unica (200 pug/mL) de cMoL. indice de Irritagéo
Primaria (PIl) = 0/3, Pll = 0, A categoria de irritacdo baseada em PIl &
Insignificante. Cr = Controle, Trt = Tratamento.
1/2 h 1h 24 h 48 h 72 h 7 dias 14 dias
Reacdo Cr Trt Cr Trt Cr Trt Cr Trt Cr Trt Cr Trt Cr Trt
Edema 0 0 0 o0 O O O O O O O O O o
Eritema 0 0 O 0 O 0 O 0 O 0 O 0O 0 ©O
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O uso de algumas substancias na pele pode gerar processos como a
alergia que é um estado de hipersensibilidade da pele ou uma resposta imune
excessiva a um antigeno, e se manifesta como a formacado de um edema e/ou
eritema (OLUSEGUN, MARTINCIGH, 2021). O eritema consiste em uma
vermelhiddo da pele ou membranas mucosas, causada por hiperemia dos
capilares superficiais, enquanto o edema €& caracterizado por um acumulo de
excesso de liquido seroso entre as células do tecido (LULEKAL et al., 2019).

Além disso, estudos com animais também demonstram que o uso de
algumas substéncias como, ftalato de diisononil (DINP), muito usado na
plastificante em muitos produtos, além de uma irritagdo na pele, seu uso continuo
pode induzir estresse oxidativo e alteragdes histopatologicas no figado e no rim
apos 28 dias de exposi¢cao dérmica continua (LIANG; YAN, 2020).

De acordo com analise do crescimento capilar, foi observado um 6timo
estimulo de crescimento no grupo tratado com cMoL 200 pg/mL, onde foi
possivel observar que em 100% dos animais os pelos ja se aprestavam no
estagio P4 a partir do décimo segundo dia (Tabela 7). Resultado esse que pode
também ser observado na analise macroscopica (Figura 2), onde no dia 07 o
crescimento capilar do grupo tratado com cMoL ja se encontrava 83% no estagio

P2, enquanto o grupo controle apenas 50%.

Tabela 7. Avaliagdo do crescimento de pelos em camundongos dos grupos
controle e tratados topicamente com dose unica (200 pg/mL) de cMoL. P1: Sem
crescimento aparente de pelos. P2: Estagio inicial de crescimento do cabelo. P3:
Crescimento localizado dos pelos, com aparecimento de falhas. P4: Crescimento

capilar avangcado com poucas falhas visiveis.

CRESCIMENTO DE PELOS

TRATAMENTO DIAS
2 4 6 8 10 12 14
Controle
Animal 1 P1 P1 P1 P1 P2 P4 P4
Animal 2 P1 P1 P1 P2 P3 P4 P4
Animal 3 P1 P1 P1 P1 P2 P4 P4

Animal 4 P1 P1 P1 P2 P3 P4 P4
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Figura 2. Avaliagdo macroscoépica da area de aplicagao topica de NaCl 0,15 M

(grupo controle) e cMoL (200 ug/mL).

Controle

200 pa/mL

Quando se trata do crescimento de pelos e o uso de produtos naturais,

isso pode estar muito associado a presenca de compostos que estimulam a

expressao de genes, que promovem o aumento do crescimento de pelo. Estudo

demonstrou o estimulo de fatores de crescimento incluindo o fator de

crescimento endotelial vascular e o fator de crescimento dos queratindcitos, a

partir do uso de um extrato etandlico de Carthamus tinctorius Flore que teve o
poder de promover o crescimento capilar (JUNLATAT; SRIPANIDKULCHAI,

2014).
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Corroborando com as analises macroscopicas, as duas analises
microscoépicas da pele da area onde foram aplicadas a concentragao de cMoL
(Figura 3), apresentaram uma derme e epiderme morfologicamente preservadas,
sem sinais de infiltrados inflamatérios, edema ou hemorragias nos locais
analisados, as duas analises também demonstraram similaridade nos
resultados, quanto a deposigdo de colageno na area coletada, onde néao foi
possivel notar diferengas significativas, pois ndo houveram alteragdes na rede
de colageno, as duas se mantiveram bem semelhantes quanto a esses

parametros.

Figura 3. Cortes histolégicos da pele de animais dos grupos controle ou tratados
dermicamente com dose unica de cMoL (200 pg/mL). Nenhum sinal de
degeneragao, necrose/inflamagdo ou outras alteragbes foram encontrados.
Coloragao de hematoxilina-eosina e Tricromico de Masson foi usada. Ampliagao:
100x.
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A analise histopatologica tanto em H&E e Tricrdbmico de Masson revelou
que a arquitetura de todos os oOrgdos analisados se manteve dentro da
normalidade nos animais tratados com cMoL na concentragao de 200 ug/mL e
aqueles do grupo controle, com células em tamanhos normais e sem alteragdes
patoldgicas visiveis (Figuras 4 e 5). Os figados apresentaram preservagao da
estrutura do tecido hepatico, sem nenhum sinal de degeneragao ou infiltrado
inflamatorio, e as estruturas renais mostraram glomérulos renais integros,
incluindo compartimento glomerular, tubular, vascular e intersticial preservados.
Os bagos também se mantiveram preservado sem modificagdes
histomorfoldgicas, incluindo capsula, polpa branca e vermelha preservadas,
auséncia de processos congestivos e reatividade e macréfagos tipicos. Os
coragdes mantiveram suas estruturas endocardica e miocardica preservadas,

com fibras musculares cardiacas tipicas e auséncia de infiltrados inflamatérios.
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Controle

cMoL
200 mg/kg

Figura 4. Cortes histoldgicos do figado, rim, bago e coragao de animais dos grupos controle ou tratado com uma dose unica de cMoL
(200 pg/mL). Figados: a veia centrolobular (VC) é vista em todas as imagens. Rim: Glomérulos renais (GR) sdo preservados e
ordenados. Bago: Os linfonodos (ND) s&o bem definidos nos grupos controle e tratado. Fibras musculares cardiacas bem definidas
nos grupos controle e tratado. Nenhum sinal de degeneragao, necrose/inflamagdo ou outras alteragdes foram encontrados.

Coloragao de hematoxilina-eosina foi usada. Ampliagdo: 100x
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Coragao

Controle

cMoL
200 mg/kg

Figura 5. Cortes histologicos do figado, rim, bago e coragdo de animais dos grupos controle ou tratados com dose unica de cMoL
(200 pg/mL). Nenhum sinal de degeneracgéo, necrose/inflamag&o ou outras alteragées foram encontrados. Coloragao de Tricrémico
de Masson foi usada. Ampliagdo: 100x.
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3.3 Sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor infectadas ou nao com

Staphylococcus aures tratadas com cMoL

A curva de sobrevivéncia de larvas de T. molitor tratadas com PBS e
cMoL nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL (Figura 6a) mostram que cMoL
nao apresentou toxicidade em nenhuma das doses testadas. Quando
analisado o tratamento profilatico (Figura 6b), foi observado que cMoL na
concentracdo de 100 pg/mL apresentou maior potencial no aumento de
sobrevida das larvas infectadas, aumentando em media um dia de sobrevida
das larvas. Ja nas tratadas apos a infecgdo (Figura 6¢), foi observado um
aumento de sobrevida das larvas em um dia, mas na concentragao de 200
pMg/mL de cMoL quando comparado aos outros grupos também tratados 2
horas apds a infecgdo. O grupo infectado teve uma sobrevivéncia média de 6
dias, enquanto o grupo tratado com cMoL no dia sete ainda apresentava no
tratamento profilatico com 100 pg/mL uma sobrevivéncia de 40% (Figura 6b),
enquanto no grupo tratamento com 200 pg/mL ainda apresentava uma
sobrevida de 10% (Figura 6c¢). Os grupos tratados de maneira profilatica e
apos infecgéo apresentaram diferengas significativas quando comparados ao
controle. O aumento de sobrevida nos grupos tratados com a lectina, pode ser
devida a interagdo da lectina com gliconjugados com consequente
internalizacdo e indugdo de respostas celulares. A ligagdo de lectinas a
componentes da parede celular de bactérias Gram-positivas e negativas,
como a acidos teicdicos e lipossacarideos, pode desencadear em alteragdes
na permeabilidade e absorg¢ao de nutrientes ou induzir a indugao de estresse
oxidativo (DA SILVA et al., 2022).
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Figura 6. Avaliagdo dos efeitos anti-infecciosos da lectina cMoL contra infecgcao
por Staphylococcus aureus ATCC 6538 em larvas de Tenebrio molitor. A) grupo
tratado apenas com a cMoL e PBS; B): grupo tratado com a cMoL e PBS duas
horas antes da infecgéo; C) grupo tratado com a cMoL e PBS duas horas apos
a infeccdo; onde: CN: Controle ndo infectado; CP: controle infectado com
Staphylococcus aureus; cMoL 100: Tratado com 100 uyg/mL de cMoL; cMoL 200:
Tratado com 200 pg/mL de cMoL.
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4. CONCLUSAO

cMoL nao apresentou efeito toxico, em células epiteliais e a avaliagao de
parametros bioquimicos e hematologicos e padrdo histolégico revelou que a
administragao tépica de cMoL na dosagem de 200 ug/mL, ndo induziu toxicidade
dérmica. A pele também manteve todas as suas estruturas preservadas apés o
tratamento com cMoL, posicionando a lectina como um candidato promissor para
o desenvolvimento de novos fitofarmacos.
O estudo também demonstrou o efeito anti-infeccioso de cMoL em modelo
de infeccdo in vivo. A administragdo profilatica com a cMoL preveniu
eficientemente a infecgdo por S. aureus aumentando em um dia o tempo de

sobrevida.
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RESUMO

Curativos avangados (CA) surgem como uma alternativa promissora para
otimizar a cicatrizagdo, pois utilizam materiais ou biomateriais capazes de atuar
em todas as fases do processo de regeneracédo tecidual. Esse estudo buscou
desenvolver e caracterizar um filme bioadesivo a base de galactomanana
incorporado com lectina de sementes de Moringa oleifera (cMolL) para
aplicagdes em curativos. Os filmes bioadesivos desenvolvidos com 100 e 200
pg/mL de cMolL foram analisados quanto as caracteristicas morfoldgicas,
mecanicas e fisico-quimicas (espessura, umidade, rugosidade, cor, pH,
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hemocompatibilidade) e quanto a toxicidade em células Vero no tempo de 24 e
48 horas. A incorporacdo da cMoL nas duas concentragdes nao alterou
parametros como peso, espessura, umidade, pH, rugosidade, cor e
caracteristicas mecanicas do filme, desde que esses parametros foram similares
ao do filme sem a adicéo da lectina. Os filmes desenvolvidos contendo cMoL n&o
apresentaram atividade hemolitica bem como n&o apresentaram toxicidade em
células VERO sendo detectada viabilidade celular acima de 90% e proxima a
70%, apos 24 e 48 horas de contato com os filmes, respectivamente. O filme de
galactomanana incorporou cMoL sem alteragdes significativas em suas
propriedades fisico-quimicas e mecanicas, foi hemocompativel e ndo apresentou
toxicidade para células Vero. O filme contendo cMoL, uma lectina com agao anti-

infecciosa, é uma alternativa promissora de curativo para cicatrizagao de ferida.

1 INTRODUGAO

A pele € o maior 6rgao do corpo humano e exerce fungdes essenciais em
diversos processos fisiologicos, incluindo a manutencdo da hidratagdo, a
protecdo contra agentes quimicos e patdgenos, a iniciagdo da sintese de
vitamina D, a excregdo de substancias e a regulacédo térmica. Dessa forma,
lesbes cutaneas severas podem comprometer a homeostase do organismo e,
em casos extremos, levar ao obito (BORENA et al., 2015).

As feridas cutaneas sio classificadas de acordo com a duracdo dos
estagios do processo de cicatrizagcdo. Quando esse processo ocorre de forma
ordenada e dentro dos tempos fisiolégicos esperados, a reparagao tecidual é
completa, tanto em termos anatémicos quanto funcionais, geralmente dentro de
um periodo de até trés meses apos a lesédo inicial. Contudo, quando isso nao
acontece, surgem as chamadas de feridas crénicas (FIRLAR et al., 2022).

Esses tipos de feridas influenciam diretamente na qualidade de vida das
pessoas e estdo associadas diretamente a encargos fisicos, emocionais e
econdmicos significativos, tanto em nivel individual quanto social, tudo isso
devido aos seus longos periodos de tratamento (FIRLAR et al., 2022; OLSSON
et al., 2019).



69

Assim diante dos impactos significativos das feridas crénicas na saude
dos pacientes e nos aspectos socioecondémicos, o desenvolvimento de novos
produtos contendo agentes antimicrobianos e/ou compostos cicatrizantes
representa uma estratégia essencial para otimizar o tratamento e promover a
recuperacéao eficaz dos tecidos lesionados (RIBEIRO et al., 2019).

Os curativos avangados (CA) aparecem como uma alternativa, pois s&o
compostos por diferentes materiais que podem facilitar o processo de
cicatrizacdo em todas as suas fases. Esses novos produtos muitas vezes
conseguem permanecer ativos no leito da ferida por varios dias, reduzindo o
numero de medicamentos e procedimentos necessarios para sua substituicao
(TOTTOLI et al., 2020).

Um curativo de filme € uma camada fina e opticamente transparente de
material polimérico usada para fornecer uma barreira contra contaminagcao
externa e danos, mantendo o ambiente da ferida umido. Eles podem ser
preparados para ter propriedades aderentes, permeaveis a gases e
antimicrobianas (MEULENEIRE, 2014). Esses filmes s&o formados a partir de
polimeros, polissacarideos, que servem como matrizes transportadoras para o
ingrediente farmacéutico ativo (BAZAN et al., 2023).

As lectinas que sao proteinas de origem ndo imune que se ligam a
carboidratos, esse grupo heterogéneo de proteinas diferencia-se dos anticorpos
por n&do ter origem no sistema imunologico e das enzimas ligantes de
carboidratos por ndo promoverem modificagcdes estruturais nos carboidratos aos
quais se ligam, como ocorre em processos enzimaticos. Embora tenham sido
inicialmente isoladas de plantas, as lectinas possuem uma distribui¢ao universal,
estando presentes em organismos que variam desde virus até mamiferos (DA
SILVA et al., 2022).

A lectina coagulante de Moringa oleifera (cMoL) integra um distinto grupo
de lectinas extraidas das sementes dessa planta, pertencente a familia
Moringaceae. Estruturalmente, a cMoL € uma proteina monomeérica com massa
molecular estimada em aproximadamente 26,5 kDa. Seu isolamento e
caracterizacao tém despertado interesse cientifico devido as suas propriedades
biolégicas e potenciais aplicagbes em biotecnologia e saude (ARAUJO et al.,
2013).
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Portanto, este trabalho buscou desenvolver e caracterizar filmes a base
de galactomanana contendo cMoL, visando sua aplicagdo no tratamento de

cicatrizacdo de lesdes cutaneas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1Desenvolvimento e caracterizagao do filme a base de Galactomanana

2.1.1 Preparacgao de filmes bioadesivos contendo cMoL

Os componentes da formulagdo foram utilizados nas seguintes
concentragdes: 1,2% de goma de guar (p/v) e 2% de glicerol (v/v), com base em
protocolo previamente proposto (BAZAN et al., 2023). Inicialmente, a goma de
guar foi solubilizada em agua destilada a temperatura ambiente sob agitacéo
mecanica constantemente. Apés homogeneizagéao, o glicerol e cMoL (100 e 200
pug/mL) foram adicionados a solugao filmogénica. Posteriormente, a solugao foi
colocada em placas de Petri (90 x 15 mm) e seca a 37 °C para formar um filme

flexivel.

2.1.2 Testes fisico-quimicos

2.1.2.1 Espessura e rugosidade

A espessura dos filmes foi medida utilizando um micrémetro digital (Mitutoya,
MDC-25S, Japao), onde 10 pontos diferentes foram escolhidos aleatoriamente
em cada amostra.

A rugosidade foi avaliada por meio de rugosimetro digital (Mitutoyo SJ-201,
Japao), quando foram realizadas trés leituras em cada tipo de filme. O

comprimento da amostra (ponto de corte) foi de 4 mm, considerando cinco
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intervalos de 0,8 mm para medicdo, a uma velocidade de 0,5 mm/s, para
obtengao dos valores médios de rugosidade (AR). Os padrdes adotados foram
devidamente programados no equipamento antes da realizagdo das medi¢des e
todos os filmes foram previamente desidratadas para melhorar o desempenho e
a superficie de contato com o rugosimetro.

2.1.2.2 Umidade

A umidade dos filmes foi medida pesando suas massas iniciais antes de
submeté-los a secagem em estufa a vacuo (Lab-Line, Squaroid, EUA) a 105 °C
por 24h. Os filmes foram cortados em uma area de 2 cm 2, onde o teor de
umidade foi expresso através da razdo entre a massa inicial e final do filme,
referente a perda de agua, apos o processo de secagem. O ensaio foi realizado
em triplicado para cada formulagéo.

U::7nf——nu
mf
Onde: U = Umidade (%), mi; = massa inicial da amostra (g), mf = massa

x100

umida em diferentes tempos de amostragem (g).

2.1.2.3 Cor

Os aspectos de coloracado foram observados para verificar quantitativamente
a influéncia da incorporacdo da lectina no aspecto visual dos filmes,
caracteristica relevante do ponto de vista de atratividade para potenciais
usuarios. A analise foi realizada em triplicata com auxilio de colorimetro portatil
(VITA Easy Shade IV®, EUA) que adota o padrdo CIELAB.

Neste sistema, o brilho e a cor sdo determinados pelos parametros L, a e b.
O parémetro “L” varia de 0 (preto) a 100 (branco), o parédmetro "a " varia de — 60
(verde) a + 60 (vermelho) e o parametro "b" varia de — 60 (azul) a + 60 (amarelo).
A obtencéo desses parametros permite calcular a tonalidade métrica (Hue), que
indica a cor do material; o croma métrico (Cr), relacionado a intensidade da cor,
numa escala de 0 a 16; e a diferenga de cor em relagdo a um padrao (AE), que
foi definido como o hidrogel contendo apenas alginato e glicerol. Os calculos
foram realizados conforme as seguintes equagdes:

« Matiz = arctan (b/a) * Cr=+(a 2 +b 2) + AE = V(AL 2 +Aa 2 +Ab 2).
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2.1.2.4 pH dos filmes

Os filmes (1 cm 2) incharam durante 2 h numa placa de agar a 2% (p/v). O
pH da superficie dos filmes foi medido colocando a ponta do eletrodo préxima a
superficie do filme e esperando que ela se equilibrasse por 1 min (BAZAN et al.,
2023).

2.2.2.5 Hemocompatibilidade

Para avaliar se os filmes de alginato poderiam apresentar algum tipo de
comportamento hemolitico, uma solugdo de sangue a 5% foi preparada e
igualmente distribuida em cinco tubos de ensaio. Onde o tubo 1 continha o
controle hemolitico, 2: controle negativo, 3: controle apenas com goma guar, 4:
filme com cMoL 100 pg/mL e 5: filme com cMoL 200 yg/mL (DE MACEDO et al.,
2022).

Todo o processo foi realizado em triplicata. Apds 3 h, os sobrenadantes foram
obtidos e suas absorbéancias foram registradas em um espectrofotdmetro digital
(Kasuaki, Japao), com leitura de comprimento de onda em 540 nm, usando a
férmula:

Hemodlise relativa (%) = amostra DO - DO neg / DO pos - DO neg x 100

As amostras foram classificadas como: Parcialmente hemoliticas: 5% >

hemolise relativa = 2%:; efetivamente hemoliticas: hemolise relativa = 5%.

2.1.2.6 Inchacgo

Os filmes (2 cm de didametro) foram colocados em estufas a 37 °C. Apos 2
dias, as amostras foram imersas em 30 mL de tampao fosfato salino (pH 6,8) e
exsudato artificial (pH 6,8) a 37 °C. As amostras foram pesadas em intervalos de
15 segundos (MOHAMED; HAIDER; ALI, 2011). O grau de inchamento (%) foi
determinado segundo a equacgao:

mf —mi

U= x100
mf
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Onde: | = inchago (%), mi; = massa inicial da amostra (g), mf = massa umida

em diferentes tempos de amostragem (g).

2.1.2.7 Morfologia da superficie do filme

Os filmes bioadesivos foram previamente mantidos em dessecador com silica
por 24 horas. As amostras foram fixadas em stubs metalicos com fita dupla-face
de carbono e as superficies analisadas em Microscoépio Eletrénico de Varredura
(SEM TM3030, Hitachi, Japdo) com operagao de elétrons retroespalhados e
aceleracdo de tenséo de 15 KV. Imagens de ampliagao de 500x foram obtidas

da superficie superior dos filmes.

2.2 Propriedades mecanicas

As propriedades de tracdo foram determinadas utilizando uma Maquina
Universal de Testes (Instron 3342, Massachusetts, EUA). Os filmes foram
cortados nas dimensdes fornecidas de 1 mm x 30 mm x 15 mm, e a deformacéao
de 100 N/mm 2 foi aplicada para analisar o alongamento percentual, a resisténcia
a tragao, o pico de carga e o modulo de Young. A resisténcia de unido foi medida
usando uma taxa de carregamento de 4 mm/min. Para isso, a amostra foi
acoplada ao extensémetro e a célula de carga para que o alongamento e a carga
de teste pudessem ser registrados com precisdo. A equagdo dada calculou o

alongamento (%).

L
Taxa de alongamento (%) = o~ 100

Onde: “L” foi o comprimento maximo antes da ruptura enquanto “LO” foi o
comprimento original da amostra.

O mddulo de Young foi calculado como:

Estresse
Modulo de Young = m

2.2 Ensaio de citotoxicidade
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A avaliagao citotoxica dos filmes a base de galactomanana foi realizada pelo
ensaio de MTT, baseado na conversao do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) em corante formazan colorido. Células epiteliais
renais (Vero CCL81) foram utilizados como modelos. Primeiramente, as
solugdes filmogénicas foram preparadas em condigdes estéreis e 100 yL de
cada amostra foram colocados em placas de 96 pogos. Em seguida, as solugdes
filmogénicas formadas receberam uma suspensdo de células VERO (10 °
células/mL) em meio RPMI e as placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO 2.
ApOs o tempo necessario (24 - 48 h), o meio foi removido, sendo adicionado
meio RPMI fresco contendo 5 mg/mL de solugdo de MTT e a amostra foi
incubada por 3 h. Subsequentemente, o meio foi removido e o produto formazan
intracelular foi dissolvido em DMSO. A densidade ¢ética (DO) foi medida a 492
nm. A viabilidade celular foi expressa como % de células viaveis em comparacao

com o controle (células sem exposi¢cao ao bioadesivo).

2.3 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrédo da média. As
porcentagens de inibigdo foram calculadas como a média das inibigdes obtidas
para cada experimento individual. Os graficos e a avaliagdo estatistica dos
resultados foram realizados por meio de analise de variancia (ANOVA) no
programa Graphpad Prism 5.0, seguida pelo teste de Boferroni. Adotou-se o

nivel de significancia menor a 0.05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao de filme a base de galactomanana
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3.1.1 Peso e espessura dos filmes

Quando analisados os valores dos pesos pode-se observar que a
incorporagao da lectina ao filme ndo causou um aumento significativo no peso
dos filmes (Figura 1A). Os valores dos pesos foram de 0,023 + 0,01 mg para o
controle, 0,023 + 0,01 mg para o filme com cMoL 100 pg/mL e 0,024 + 0,01 mg
para o filme com cMoL 200 pg/mL, ndo sendo detectada diferenga estatistica
entre os grupos.

Figura 1. Avaliagdo de peso e espessura dos filmes a base de galactomanana.
A) Peso do filme em miligrama (mg); B) espessura dos filmes em milimetros
(mm); onde CI: Controle, filme sem incorporagao de cMoL; 100: filme incorporado
com 100 pg/mL de cMoL; 200: filme incorporado com 200 yg/mL de cMoL.
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Os valores de espessura do filme (Figura 1B) foram expressos em
milimetros (mm), onde o filme sem a incorporacdo da lectina (controle)
apresentou uma maior espessura em relagdo aos filmes contendo cMoL. O
controle apresentou a espessura de 0,19 + 0,03 mm, enquanto os filmes com
100 e 200 pg/mL de cMoL apresentaram espessura de 0,13 + 0,03 mm e 0,13 £
0,02, respectivamente (Figura 1B). A espessura dos filmes com lectina foi
estatisticamente diferente daquela do filme controle.
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Consoante com o tipo de polimero usado, filmes delgados ou grossos
podem ser produzidos. Estes materiais podem apresentar diferentes graus de
absorcao de exsudatos, transparéncia ou opacidade, capacidade adesiva ou ndo
adesiva e propriedades semipermeaveis ou permeaveis (COSTA et al., 2020).
Um parametro importante a ser considerado para o sucesso do uso de filme feito
com polimeros na preparag¢ao de curativos bioativos € como ele se comporta na
presenca de exsudatos, pois isso determinara o sucesso da aderéncia do
curativo, bem como o tempo de residéncia do material no local de aplicacéao,
reepitelizacao, resisténcia mecanica e a liberagdo do medicamento nele contido
(JAYAKUMAR et al., 2011).

Segundo a lei de Fick, permeabilidade de um filme é inversamente
proporcional a espessura, entretanto, varios fatores analisados levam a desvios
nessa lei, como a porosidade da camada estudada, a espessura do filme, a
orientacdo das cadeias poliméricas e a hidrofobicidade, além também do tipo de

teste que esta sendo aplicado naquele filme (HASATSRI et al., 2018b).

3.1.2 Umidade

Os parametros de umidade dos filmes mostraram uma liberagao de
agua, onde foram relacionados o peso inicial do filme e o peso final com a perda
de agua apods a secagem. Os resultados mostraram que em relagdo a umidade,
todos os filmes produzidos nao diferiram estatisticamente tendo uma perda
media de 35% da porcentagem final quando comparado ao peso inicial (Figura
2). O filme controle teve uma diminuicdo de 35,2 + 2,27 %, enquanto os filmes
com 100 pg/mL e 200 pg/mL de cMoL diminuiram de 38,4 + 2,30% e 37,1

0,71%, respectivamente.

Figura 2. Avaliacdo da porcentagem de perda de umidade dos filmes a base de
galactomanana submetidos a temperatura corporal. Cl: Controle, filme sem
cMoL; 100: filme incorporado com 100 yg/mL de cMoL; 200: filme incorporado
com 200 pg/mL de cMoL.
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Muitos estudos demonstram que o ambiente umido em uma lesédo tem
varios beneficios e que a manutencao dessa umidade resulta em uma qualidade
de cura mais rapida e melhor, que a manutencéo desse local umido ajuda nas
mais variadas fung¢des celulares naquela area afetada, promovendo assim desde
a comunicacgao entres as células epiteliais, até mesmo em uma melhor sintese
de colageno no processo de cicatrizagdo (NUUTILA; ERIKSSON, 2021). Os
dados mostram que os fiimes desenvolvidos apresentam caracteristicas
promissoras para o tratamento de lesdes, pois mesmo apds secagem ainda
mantiveram cerca de 70% de sua umidade.

Grolman et al. (2019) mostraram que em lesdes feitas em suinos a
manutengdo da umidade com o uso de um hidrogel de agarose promoveu
melhores resultados no processo de cicatrizagao, reduzindo a necrose do tecido
afetado quando comparado a um controle em que a umidade era inferior. Além
disso, um ambiente controlado da ferida umida pode permitir a entrega mais
precisa de tratamentos topicos, como antimicrobianos, analgésicos, fatores de

crescimento e outras moléculas bioativas para a ferida (NUUTILA et al., 2019).

3.1.3 Propriedade mecanicas do filme

Um curativo ideal para feridas deve possuir uma boa biocompatibilidade,

proteger o leito da ferida, manter a umidade/hidratacdo da ferida, permitir com
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que haja a troca de gases com o0 meio ambiente, remover 0 excesso de exsudato
e proteger fisicamente contra microrganismos. Outra caracteristica também de
suma importancia é ter propriedades mecanicas especificas, como flexibilidade
e boa resisténcia (COSTA et al., 2020).

Além disso, os filmes para tratamento de feridas ndo devem apenas ser
duraveis para suportar estresses fisicos, mas também devem possuir uma
elasticidade para facilitar a aplicagao (KIM et al., 2015). A tabela 1 mostra que
os filmes apresentaram resultados bem semelhantes quanto as propriedades
mecanicas (resisténcia a tracédo, porcentagem da razdo de alongamento, pico de
carga, modulo de Young). A adicao da lectina ndo alterou nenhuma das
propriedades desde que ndo foi observado diferenca estatistica entre as
propriedades mecanicas dos filmes.

Tabela 1. Analise das propriedades mecanicas de diferentes filmes a base de

galactomanana.

Taxa de Cargade  Resisténciaa  Modulo de
Amostra alongamento (%) Pico (N) tracdo (Mpa) Young (Mpa)

Controle 150,3 + 12,1 1,3+ 0,20 08+0,13 1,7+0,48
cMoL 100 1629+ 9,7 1,8 £ 0,32 1,2+ 0,21 1,9+£0,58
pug/mL

cMoL 200 155,6 £ 18,5 1,3+0,34 09+0,23 1,6+0,29
pug/mL

A aplicabilidade de polimeros naturais em curativos apresenta muitas
propriedades desejaveis, como biocompatibilidade, biodegrabilidade, facil
reabsorcao e capacidade de curar o tecido lesado, mas, em contrapartida sao
matérias que podem ser facilmente contaminados por microrganismos. Ja os
polimeros sintéticos geralmente trazem melhores propriedades mecéanicas do
que os naturais, mas trazem com eles alguns problemas como sua adeséo,
absorcdo e permeabilidade baixas. Combinagcbes de compostos sintéticos e
naturais foram projetadas para melhorar as propriedades mecéanicas e estender
o tempo de degradacdo, mantendo uma melhor estabilidade do produto
(GASPAR-PINTILIESCU; STANCIUC; CRACIUNESCU, 2019).
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3.1.4 Microscopia de varredura eletrénica (MEV)

A micromorfologia basica foi bem semelhante nos trés filmes avaliados,
com aspecto levemente granular e rugoso. Os filmes contendo a lectina nas
concentragdes de 100 e 200 ug/mL apresentam superficies similares aquele sem
a proteina. Estruturas semelhantes aos minerais cristalinos foram observadas
em todos os filmes, provavelmente devido aos danos induzidos pelo
aquecimento durante a analise MEV. Corroborando assim com as analises

macroscoépicas onde os trés filmes mantiveram o padrao morfoldgico.

Figura 3. Analise geral de filmes bioadesivos a base de goma de guar, sem a
incorporagao de cMoL (controle) ou incorporados com 100 e 200 ug/mL da
lectina. A e b) Aspectos macroscépicos; c) Micromorfologia de superficie (Barra
de escala: 200 pm; ampliagao de 500x).

Controle 100 pg/mL 200 pg/mL

Controle S 100 pg/mL 200 pg/mL

3.1.5 Rugosidade
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Quanto a rugosidade (Figura 4), o filme controle e aqueles incorporados
com cMoL na concentragédo de 100 e 200 pg/mL, apresentaram valores médios
de 2,5+ 0,1 mm, 2,7 £ 0,2 mm e 2,6 £ 0,2 mm respectivamente. Os valores de

rugosidade dos filmes ndo foram estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Figura 4. Analise da rugosidade de diferentes filmes a base de galactomanana.
CI: Controle, filme sem cMoL; 100: filme incorporado com 100 ug/mL de cMoL;
200: filme incorporado com 200 yg/mL de cMoL.
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3.1.6 Cor

Quanto a luminosidade (L), ndo houveram diferengas relevantes
(p<0.0001) entre os grupos analisados. A tabela 2 mostra que os filmes
apresentaram valores de 84,5 + 2,2 (controle), 84,2 £ 1,0 (cMoL 100 pug/mL) e
84,7 £ 1,0 (cMoL 200 pg/mL) quanto a equivaléncia de luz. Este parametro
demonstra que os filmes com a lectina ndo se apresentam mais luminosos e

mais claros que o grupo controle.

Tabela 2. Analise de parametros de coloracédo de diferentes filmes a base de
galactomanana. L: luminosidade; aeb: indices de cores; Matiz: matiz métrica;

Croma: croma métrico; AE: diferenca de cor em relagdo a um padrao
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(Galactomanana). Controle: Filme a base de galactomanana; 100 pg/mL: Filme
a base de galactomanana incorporado com cMoL 100 pg/mL; 200 ug/mL: Filme
a base de galactomanana incorporado com cMoL 200 pg/mL. Em cada coluna,
diferentes letras sobrescritas (*°) indicam diferengas estatisticas significativas (p
< 0,05).

Amostra L a b HuE Croma AE

Controle 84,5+22 -15+0,22 10,5+14 -14+0,012 106+1,4 -

100 yg/mL 842+10 -06+0,17° 9,0+1,0 -1,4+0,022 9,010 22+0,6

200 yg/mL 84,7+1,0 -1,9+0,1% 112+17 -13+0,01°> 11,117 1,7+0,9

Quanto aos indices de cor foram detectadas diferengcas estatisticas
(p>0,05) entre os grupos quando comparados ao controle, onde maiores valores
de a e b foram nos filmes com a concentragdo de 100 pg/mL, apresentando
filmes com uma tendéncia menos amareladas e mais cristalinas. Mas tais indices
nao foram capazes de desencadear mudangas significativas no valor de
tonalidade métrica (Hue), indicando que os filmes tratados com cMoL n&o tém
uma tendéncia para tonalidade maior, em comparagdo com os filmes somente
com galactomama. Em adigao, a Croma métrica (Cr), parametro relacionado a
intensidade de cor, indicou que nao houve diferenga significativa entre o grupo
controle com aquele incorporado com a lectina cMoL (p<0,0001) (Tabela 2). A
partir do AE, foi possivel detectar a diferencga de cor entre os grupos, onde grupo
controle foi atribuido como padréo de referéncia (Tabela 2).

3.1.7 Intumescimento

A analise de intumescimento dos filmes, mostra que a presenca da lectina
na formulagdo ndo alterou significativamente a capacidade de absor¢do dos
filmes (p > 0,05), tanto em meio salino (Figura 5, A) quando em contato com o
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exsudato simulado (Figura 5, B). As amostras apresentaram pico de absorgéo
nos primeiros 30 s, mas nos intervalos de tempo posteriores houve perda
gradativa de conteudo aquoso, devido a degeneragdo da matriz estrutural do
filme (redugcédo de massa). Os filmes foram quase totalmente solubilizados em
todos os meios testados a partir de 150 segundos.

Figura 5. Avaliacdo do intumescimento de diferentes filmes a base de
galactomanana. A) Absor¢ao em solugao salina; B) exsudato artificial; com uma
variacdo de tempo de 15 segundos. C: Controle, filme sem cMoL; 100: filme

incorporado com 100 pg/mL de cMoL; 200: filme incorporado com 200 pg/mL de
cMoL.
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3.1.8 Hemocompatibilidade e pH

A figura 6 A mostra a atividade hemolitica dos filmes desenvolvidos. Os
filmes sem cMoL e com cMoL na concentragdo de 200 ug/mL apresentaram
atividade hemolitica abaixo de 1%. Por outro lado, o filme contendo cMoL na
concentracdo de 100 pg/mL apresentou porcentagem de hemodlise de 1,44 +
1,30%, valor ainda considerado seguro para novas substancias. Os grupos onde
estava presente a goma de guar e o grupo de 100 pg/mL tiverem diferencga
estatistica significante quando comparados ao controle de hemdlise.

Figura 6. Atividade hemolitica relativa de diferentes concentragbes da lectina

coagulante de sementes de Moringa oleifera (cMoL). A) Atividade hemolitica
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relativa de diferentes concentragdes de cMoL. Cl: Controle; GG: filme apenas
com goma guar; 100: filme com cMoL 100 pg/mL; 200: filme com cMoL 200
pug/mL. B) Imagem representativa do ensaio hemolitico. 1: Controle hemolitico,
2: controle negativo, 3: filme apenas com goma guar, 4: filme com cMoL 100

pug/mL e 5: filme com cMoL 200 pg/mL.
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Um material € considerado ndo hemolitico quando seus graus de
hemdlise relativa sdo de até 2%, enquanto aqueles com taxas entre 2% e 5%
podem causar hemolise parcial; e compostos com um indice acima de 5% sao
efetivamente hemoliticos (KENAWY et al., 2019). Nossos dados revelam que os
filmes desenvolvidos sdo ndo hemoliticos ou promoveram hemolise relativa. Em
relacado ao pH dos filmes, todos se mantiveram em uma faixa de 6,2 e 6,4.

O problema da hemdlise de algumas substancias se da justamente por
toda a fisiologia envolvida, pois ela pode influenciar diretamente no processo de
cicatrizacdo. Para a vascularizagao ocorrer eficazmente € necessario a presenta
de oxido nitrico ativo (NO), e na hemolise a hemoglobina livre liberada dos
glébulos vermelhos causa a inativagcdo do NO, levando a um atraso na
cicatrizagéo; além disso, a hemoglobina livre pode perturbar a proliferacao de
fibroblastos e a remodelag&o do colageno (ZARE-GACHI et al., 2020).

Corroborando com nosso estudo, teste de hematocompatibilidade de um
filme bioadesivo a base de quitosana também apresentou um indice de hemolise
abaixo de 2%, para todas as amostras testadas, se mostrando seguro para sua
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aplicacao, por atendarem os requisitos de materiais ndo hemoliticos (ANJELISA
ZAITUN HASIBUAN et al., 2021). Estudo com polimeros usados em curativos
bioativos, tais como celulose bacteriana (BC) e os conjugados BC/colageno e
BC/colageno/quitosana determinou que todas as amostras promoveram
hemolise abaixo de 2%, valor de hemdlise considerado hemocompativel
(PASARIBU et al., 2023).

3.1.9 Citotoxicidade dos filmes a base de galactomanana

Como visto na Figura 7, o contato dos filmes de galactomanana com as
células Vero CCL-85 gerou um grau de citotoxicidade, apresentando uma
reducao de viabilidade média de 25% a viabilidade celular no tempo de 24 horas.
Os valores de reducao de viabilidade apds 24 h de contato (Figura 7A) foram
22,4 + 3,1% para o filme sem lectina (controle), 24,8 + 10,1% para o filme com
cMoL 100 yg/mL e 23,4 + 11,1% para o filme com cMoL 200 pg/mL. Os valores
demonstram nivel de toxicidade baixa. Redugdo maior de viabilidade foi
detectada apds 48 h de contato (Figura 7B), desde que os valores encontrados
para o controle, filme com cMoL 100 pg/mL e filme com cMoL 200 pg/mL foram
31,9 + 3,7%, 36,7 £ 0,9%, 38,1 + 4,0%, respectivamente.

Figura 7. Viabilidade de células da linhagem Vero - CCL 85 incubadas em filmes
contendo diferentes concentracdes de cMoL. As colunas representam a média £ DP (-
) Controle negativo; (+) Controle positivo de necrose (Dimetilsulfoxido 10%); cMoL -
lectina coagulante de sementes de M. oleifera. A) Tempo de 24 horas; B) tempo de
48 horas; onde as colunas representam a média £+ DP (n = 4). Cl (+) Controle
positivo; Cl: Controle, filme apenas com a goma de guar, 100: filme incorporado
com cMoL 100 pg/mL; 200: filme incorporado com cMoL 200 pg/mL.
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Com base em testes feitos a partir dar formacao de bioadesivos com as
lectinas ConBr (de Canavalia brasiliensis Mart.) e MalL (de Machaerium
acutifolium Vogel.), foi possivel observar que os filmes com as lectinas n&o foram
téxicos a macréfagos no tempo de 24 horas (BAZAN et al., 2023), corroborando

com os resultados apresentados para os filmes incorporados com cMoL.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/canavalia
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4 CONCLUSAO

Os filmes de galactomanana puderam integrar as lectinas em suas matrizes
sem alteragdes significativas em todas as caracteristicas testadas, sejam elas
fisico-quimicas ou mecanicas. Os filmes contendo cMoL foram hemocompativeis
e nao foram capazes de gerar toxicidade acentuada em células Vero. Em
resumo, os fiimes a base de galactomanana incorporados com cMoL
representam protoétipos de curativos interessantes para a administragao dérmica
de lectinas ou outros compostos visando otimizar o processo de cura de uma

lesao.
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5. CONCLUSAO

Os achados deste estudo destacam o notavel potencial anti-infeccioso da
lectina cMoL em um modelo de infeccdo in vivo. A administragao profilatica e
terapéutica dessa molécula demonstrou uma eficacia significativa na prevengao
da infecg&o por Staphylococcus aureus, prolongando a sobrevida dos individuos
em um dia. Notavelmente, a cMoL n&o apresentou efeitos tdéxicos em células
epiteliais, reforcando sua seguranga para aplicagées biomédicas.

Além disso, a administragéo topica da lectina na dose de 200 mg/kg néao
induziu sinais de toxicidade nos o6rgaos analisados, preservando a integridade
estrutural da pele. Esses resultados consolidam a cMoL como uma promissora
candidata para o desenvolvimento de novos fitofarmacos de uso topico.

Outro avanco relevante deste trabalho foi a incorporagao bem-sucedida
das lectinas em filmes de galactomanana, sem comprometer suas propriedades
fisico-quimicas e mecénicas. Essas formulagdes inovadoras surgem como
potenciais curativos biomateriais, abrindo caminho para novas estratégias
terapéuticas no tratamento de infecgdes e na regeneragao tecidual. Assim, os
resultados obtidos reforcam a viabilidade do uso de lectinas na biotecnologia
aplicada a saude, impulsionando novas possibilidades para a medicina
regenerativa e o controle de infecgdes.
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