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RESUMO

As feridas cutaneas sao, atualmente, um dos principais desafios enfrentados pelos
sistemas de saude em todo o mundo. Esse efeito € provocado sobretudo, pelo
comprometimento do processo normal de cicatrizacéo, através da ocorréncia de
infeccbes, especialmente por Staphylococcus aureus. Desse modo, o
desenvolvimento de formulacbes a base de polissacarideos é considerado uma
alternativa promissora como forma de potencializar a acdo de compostos naturais com
aplicabilidade médica. Sendo assim, este trabalho buscou avaliar a atividade
antimicrobiana e cicatrizante de filmes polissacaridicos contendo a lectina isolada da
folha de Schinus terebinthifolius (SteLL) em modelo de infec¢do de ferida induzida por
uma cepa de S. aureus resistente. Camundongos ¢57bl/6 foram divididos em 3 grupos
(n = 6 /grupo): (1) infectados e tratados com PBS, (2) infectados tratados com filmes
de alginato e (3) infectados e tratados com filmes de alginato incorporados com StelL
100 pg/mL. Uma lesao de 64 mm? foi induzida no dorso de cada animal e contaminada
com S. aureus SA01 (~4,0x 10% UFC). O tratamento com os filmes iniciou-se 24 horas
pés-infeccdo e estendeu-se por 7 dias observando diariamente parametros clinicos e
area das lesbes, enquanto os niveis de citocinas, carga bacteriana e aspectos
histologicos foram determinados ao fim do experimento. No que se refere a
caracterizacao dos filmes, estes apresentam pH, rugosidade e comportamento hidrico
ideais para sua utilizacdo. Os filmes incorporados com StelLL apresentaram maior
percentual de alongamento. Como esperado, ao fim do tratamento, o grupo controle
e grupo somente com alginato apresentaram os maiores escores de severidade, além
de maior carga bacteriana no leito das lesdes e portanto, exibiu um atraso na
contracao das feridas e no processo de reepitelizacdo da area lesada. No entanto, o
tratamento com os filmes na presenca de SteLL provocou diminuicdo da severidade
da infecdo nestes animais que esta intrinsecamente ligada a diminuicdo da carga
bacteriana nas feridas ocasionada pela acéo da lectina, bem como seu potencial na
modulacdo da resposta inflamatéria. Estes resultados sustentam a hip6tese de
atividade cicatrizante e antimicrobiana em filmes de alginato contra S. aureus MRSA
e 0 sugere como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccbes de feridas
cutaneas.

Palavras-chave: Bactéria; Cicatrizacao; Polissacarideo; Proteina.



ABSTRACT

Skin wounds are currently one of the main challenges faced by health systems around
the world. This effect is mainly caused by the impairment of the normal healing
process, through the occurrence of infections, especially by Staphylococcus aureus.
Thus, the development of formulations based on polysaccharides is considered a
promising alternative as a way to enhance the action of natural compounds with
medical applicability. Thus, this work sought to evaluate the antimicrobial and healing
activity of polysaccharide films containing the lectin isolated from the leaf of Schinus
terebinthifolius (SteLL) in a model of wound infection induced by a resistant strain of
S. aureus. ¢57bl/6 mice were divided into 3 groups (n = 6 /group): (1) infected and
treated with PBS, (2) infected and treated with alginate films, and (3) infected and
treated with alginate films incorporated with SteLL 100 pg/mL. A 64 mm? lesion was
induced on the back of each animal and contaminated with S. aureus SA01 (~4.0x 108
CFU). Treatment with films began 24 hours after infection and lasted for 7 days,
observing clinical parameters and area of lesions daily, while cytokine levels, bacterial
load and histological aspects were determined at the end of the experiment. With
regard to the characterization of the films, they present ideal pH, roughness and water
behavior for their use. The SteLL-incorporated films presented the highest elongation
percentual. As expected, at the end of treatment, the control group and the alginate-
only group had the highest severity scores, in addition to a greater bacterial load in the
wound bed and, therefore, exhibited a delay in wound contraction and in the process
of re-epithelialization of the injured area. However, treatment with the films in the
presence of SteLL caused a decrease in the severity of the infection in these animals,
which is intrinsically linked to the decrease in the bacterial load in the wounds caused
by the action of the lectin, as well as it potential in modulating the inflammatory
response. These results support the hypothesis of healing and antimicrobial activity in
alginate films against S. aureus MRSA and suggest it as a therapeutic alternative for
the treatment of skin wound infections.

Keywords: Bacteria; Healing; Polysaccharide; Protein.
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1. INTRODUCAO

As feridas cutaneas consistem em um disturbio decorrente de danos ao epitélio
e suas estruturas, cuja integridade é prejudicada e dificulta a protecéo fornecida pelo
corpo contra o ambiente externo (NEGUT, 2018). No que diz respeito a etiologia das
feridas cutaneas, esta é variada e pode ser associada a acidentes, traumas, doencas
e procedimentos médicos. No entanto, independente da causa dessas injurias, as
lesbes cutaneas ainda sdo um problema que acomete, anualmente, milhdes de
pessoas em todo o mundo, causando altos indices de morbimortalidade em
decorréncia do desafio enfrentado para tratar tais lesdes (MONAVARIAN et al., 2019).

A cicatrizacao e reparo tecidual sdo processos dinamicos, altamente complexos
e coordenados, que dependem de uma resposta mediada por interagcdes celulares e
mediadores (WILKINSON and HARDMAN, 2020). Didaticamente, o processo de
cicatrizacdo é dividido em trés fases: inflamacéo, proliferacdo e maturacédo, e as
reacoes envolvidas desde o momento do trauma até a remodelacédo do tecido final
(WANG, 2018). Entretanto, diversos fatores podem comprometer o processo de
cicatrizacdo de feridas, incluindo infec¢bes, que podem ser provocadas tanto por
microrganismos da microbiota da pele quanto pela aquisicdo de outros presentes no
ambiente (WILLIAMS et al., 2018).

Em se tratando de feridas de cutaneas, Staphylococcus aureus é o patégeno
Gram-positivo mais comumente associado as infeccdes superficiais e tal fato deve-se
sobretudo por suas caracteristicas inerentes como os determinantes de viruléncia
(IWAKAMOTO et al., 2019). Estes cocos Gram-positivos, séo residentes da microbiota
de pele a das vias respiratérias, exibindo uma notavel capacidade de infectar qualquer
tecido no hospedeiro humano, sendo a pele um dos locais mais comuns de infeccéo

por esse microorganismo (PARLET, 2019).

As infeccdes por S. aureus sdo particularmente probleméaticas devido ao
elevado potencial de expressdo de fatores de viruléncia, bem como ocorréncia
frequente de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (WU, 2019). Isso leva a
selecdo de mutantes na populacdo bacteriana tratada pelo antibiético e causa
diminuicdo exponencial dos medicamentos usados para tratamento das infecgdes,

demonstrando a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens
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(VESTERGAARD, 2019). Nesse sentido, tem crescido a busca por novos compostos
gque demonstre potencial terapéutico na cicatrizacdo de feridas infectadas e os

produtos naturais séo cada vez mais utilizados (LEE, 2018).

Neste sentido, o desenvolvimento de formulacdes (hidrogéis, filmes, etc) a base
de polissacarideos, como o alginato de sodio, que tém como vantagens possuir baixo
custo associado, atuarem como sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos e
apresentarem elevada eficacia (RAUS; NAWAWI; NASARUDDIN., 2021; ABBASI et
al., 2020). Para isso, filmes de alginato tém sido utilizados para incorporar moléculas
bioativas, como lectinas e metabdlitos secundarios (DE MACEDO, 2022; NAEEM et
al., 2022).

As lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que se ligam especifica e
reversivelmente a carboidratos e possuem inameras atividades e aplicacbes
biotecnolégicas (DE CONINCK, 2021). Um exemplo € a proteina StelLL, presente nas
folhnas da planta Schinus terebinthifolius e popularmente conhecida como Aroeira
Vermelha (GOMES et al, 2013). SteLL tem demonstrado potencial antimicrobiano
(GOMES et al, 2013), inseticida (CAMAROTI et al, 2018), antitumoral (RAMOS et al,
2019), atividade ansiolitica (LIMA et al., 2022), ac&o antinociceptiva (MARINHO et al.,
2023), antiangiogénico (SANTOS et al., 2022), cicatrizante (NUNES et al., 2022) e
papel na modulacédo da depressao (LIMA et al., 2023).

Recentemente, foi descrito que StelLL, em sua forma livre, promove o reparo
tecidual de feridas infectadas por S. aureus, atuando principalmente na diminuicéo da
carga bacteriana e consequente diminuicao da liberacdo dos mediadores inflamatdrios
(NUNES et al., 2022). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
filmes de alginato contendo a lectina SteLL e avaliar os potenciais cicatrizantes e

antimicrobianos em lesdes cutaneas infectadas por S. aureus.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. POTENCIAL FARMACOLOGICO DA LECTINA StelLL

Lectinas sdo proteinas que se ligam de forma especifica e reversivel a
carboidratos ou glicoproteinas (WU; LIU, 2019). S&o amplamente distribuidas na
natureza e possuem inumeras atividades e aplicacGes biotecnoldgicas, destacando-
se principalmente pelas propriedades antimicrobianas (FERNANDEZ ROMERO et al,
2021; SANTOS et al., 2021).

SteLL, uma lectina obtida das folhas planta Schinus terebinthifolia Raddi
(Anacardiaceae), planta popularmente conhecida como Aroeira Vermelha e muito
utilizada na medicina popular brasileira. Seu uso € tradicionalmente atribuido para
cicatrizacao e reparo tecidual (GOMES et al., 2013), além de ser usada no tratamento
de infeccdes respiratérias, trato urinario, Reumatismo e de Candidiase oral. SteLL é
uma glicoproteina de 14kDa, ligadora de N- acetilglucosamina (NAG) e demonstra,
através de estudos anteriores, potencial cicatrizante, bem como atividade
antimicrobiana, antitumoral e antifangica (NUNES et al., 2022; GOMES et al., 2013;
LIMA et al., 2019; RAMOS et al., 2019).

StelLL foi ativa contra bactérias clinicamente importantes como: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis e Staphylococcus aureus (GOMES et al., 2013). E sugerido que tal potencial
deve-se, sobretudo, por sua ligacdo de forma especifica e interacdo com os residuos
de N- acetilglucosamina (NAG), N-acetilmuramico (MurNAc) e tetrapeptideos ligados
a MurNAc que constituem o peptidoglicano, cuja camada € o principal componente da
parede celular das bactérias Gram positivas ou a lipopolissacarideos presentes na

parede celular de bactérias Gram-negativas (DZIARSKI et al., 2000).

O potencial de SteLL como agente antitumoral também tem sido estudado,
usando como principio a capacidade que algumas lectinas possuem de reconhecer
de forma especifica, células malignas (MORTON, 1978; RAMOS et al., 2019). Tal
reconhecimento decorre sobretudo da transformagéo das células cancerigenas pelos
padrées glicosilados que se diferem daqueles encontrados nas células normais
(MOFFETT et al., 2021; MEHTA et al., 2020). No que se refere a essa atividade


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.12086#jam12086-bib-0010
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quimioterapica, SteLL exibiu efeito antitumoral contra o sarcoma 180, também
conhecido como tumor de Crocker (RAMOS et al., 2019).

O tratamento com a lectina mostrou reducéo do tamanho do tumor, reducao
significativa da quantidade de vasos secundarios e portanto, diminuicdo no processo
de angiogénese, que esta intrinsecamente ligado ao desenvolvimento do cancer
(RAMOS et al., 2021). Os mecanismos de agdo que podem esclarecer a atividade
antitumoral de SteLL n&do foram completamente elucidados. No entanto, estudos
anteriores mostram que a capacidade imunomoduladora, que pode alterar a producéo
de 6xido nitrico, citocinas, quimiocinas e ativacao de linfécitos (PATRIOTA et al., 2017,
PROCOPIO et al., 2018).

Fungos resistentes a medicamentos também representam uma grande ameaca
a saude humana, devido as altas taxas de mortalidade, sobretudo em pacientes
imunocomprometidos (CHANG et al.,, 2019). Por essa razéo, cresce a busca por
compostos naturais com aplicabilidade antifungica, sendo a lectina StelLL, uma
candidata promissora por demonstrar atividade contra Candida albicans, um fungo
clinicamente importante (GOMES et al., 2013). Quanto aos mecanismos de acao
envolvidos na atividade antifingica das lectinas, acontecem principalmente, por meio
de sua interacdo com a parede celular do fungo, que é composta por quitina, glucanos
e outros polimeros (NAR et al., 2017). De modo geral, a ligagdo a quitina prejudica
sua sintese na parede celular, impedindo o desenvolvimento de hifas e a germinacao
de esporos (BENEVIDES, 2008; LIZ AND SHARON, 1981; DEL RIO et al., 2020).

Ademais, SteLL também foi relatada como uma proteina com potencial
inseticida (CAMAROTI et al., 2018). A alternativa de uso de plantas para substituir os
inseticidas sintéticos, decorrem da problematica de que estes, causam toxicidade para
organismos nao-alvos, além de contaminacao residual dos produtos (CAMAROTI et
al., 2017). Nesse sentido, SteL L, pode atuar como alternativa potencial para o controle
de insetos pois apresenta atividade contra insetos Sitophilus zeamais Motschulsky,
conhecido como gorgulho do milho (CAMAROTI et al., 2018). Estes, sdo uma das
principais pragas de graos armazenados, capazes de prejudicar a producao e causar
enorme perda econdmica (LANGSI et al., 2020). Embora SteLL n&o tenha causado a
mortalidade dos insetos, StelLL interfere no metabolismo da praga, afetando a


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitric-oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chemokine
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411834652X?via%3Dihub#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411834652X?via%3Dihub#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411834652X?via%3Dihub#bib22
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conversado alimentar em biomassa e inibiu a atividade da protease, além de estimular
a atividade da amilase (CAMAROTI et al., 2018).

Os mecanismos envolvidos nas propriedades inseticidas desta proteina, advém
do fato de que ligantes de quitina, como StelLL, podem interagir com 0s componentes
da matriz peritréfica, causando anormalidades em sua estrutura e funcao e interferindo
na absor¢cdo de nutrientes; além disso, as lectinas podem interagir com enzimas
digestivas, modulando sua atividade e promovendo desequilibrio metabdlico
(CAMAROTI et al., 2017).

O potencial de algumas lectinas, incluindo SteLL, no tratamento de desordens
neurologicas como a ansiedade e depressao, tem sido relatado. Lima et al. (2022)
avaliaram o efeito ansiolitico in vivo de SteLL em camundongos, usando os testes de
campo aberto e labirinto em cruz elevado. Os resultados desse estudo demonstraram
a atuacao de StelL no sistema nervoso central (SNC) e consequente efeito ansiolitico.
Ademais, os dados obtidos sugeriram que tal acdo nao parece ser dependente do
dominio de ligacdo a carboidratos da lectina e que seu efeito ansiolitico € dependente

da cascata de sinalizagdo monoaminérgica.

Ainda no sistema nervoso central, SteLL é descrita por atuar na modulacao da
depressao, sobretudo por meio da sinalizacdo monoaminérgica e do 6xido nitrico.
Para isso, a avaliacdo do potencial antidepressivo da lectina foi feita através de um
protocolo agudo para sintomas de depressao, a fim de avaliar o desespero em modelo
in vivo. Os dados obtidos por Lima et al. (2023) sugerem que a administracéo de StelLL
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade dos animais no teste realizado e
tal efeito persistiu apés sete dias de tratamento, apontando um papel de SteLL frente

a depressao.

Além das atividades ja relatadas, SteLL é apontada também como agente
antinociceptivo. Marinho et al. (2023) avaliaram seu potencial analgésico utilizando
modelos de nocicepcao periférica e central em camundongos. Os testes apontaram
que SteLL tem acdo analgésica periférica e central envolvendo modulacdo de
receptores delta opioides e tem acdo, sobretudo contra a dor inflamatoria, sem afetar

a coordenacao motora em animais.

O processo de desenvolvimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) é

responsavel por, dentre outras funcdes, fornecer nutrientes e assim, provocar o
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crescimento de tumores. Sabendo que a lectina SteLL € descrita pelo seu potencial
antitumoral (RAMOS et al., 2019), Santos et al. (2022) sugeriram a hipotese de que
essa lectina é também responséavel por interferir na formacéo de uma rede vascular a
partir de vasos preexistentes. Sendo assim, o efeito de SteLL no processo de
angiogénese foi avaliado usando um modelo in vivo da membrana do saco vitelino de
embrides de Coturnix japonica. O tratamento mostrou que a lectina diminuiu
significativamente a angiogénese no interior da membrana, resultando na diminui¢ao

do suprimento sanguineo para os embrides, e portanto, possui acdo antiangiogénica.

SteLL também demonstrou através de estudos anteriores, atividade
cicatrizante em sua forma livre. Nos ensaios realizados, em modelos de infeccéo
cutanea provocadas por S. aureus foi analisado o efeito desta lectina no processo de
cicatrizacdo. De modo geral, houve diminuicdo da carga bacteriana das lesbes e
consequentemente, a reducdo mais acelerada da area das feridas, evidenciando que
a atividade cicatrizante da lectina pode estar relacionada pela sua atividade
antibacteriana (NUNES et al., 2022).

Além disso, outro importante fator capaz de explicar o potencial cicatrizante de
StelLL, é sua acdo imunomoduladora. A capacidade de regular o sistema imune
celular, de modo a induzir a liberagéo das citocinas (IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a), além
de 6xido nitrico e anion superoxido por macréfagos, torna SteLL, uma candidata

promissora para o tratamento de infeccfes microbianas (LIMA et al., 2019).

Por fim, s@o evidentes as varias aplicacfes biotecnoldgicas e o vasto potencial
farmacoldgico da lectina SteLL que a tornam frequentemente alvo de pesquisas em
diversos campos. Sendo assim, as propriedades biomédicas desta lectina, descritas
anteriormente na literatura nos ultimos anos, foram identificadas e relatadas no

presente trabalho e apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Descricao metodolégica de estudos testando o potencial farmacoldgico da lectina StelLL
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Atividade

Metodologia

Referéncias

Antimicrobiana

Antifangica

Inseticida

Antitumoral

Anti-infecciosas

Imunomoduladora

Imunomoduladora

Antiangiogénico

Cicatrizante

Ansiolitica

Antinociceptiva

Antidepressivo

In vitro
(Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis e
Staphylococcus aureus)

In vitro
(Candida albicans)

Modelo in vitro
(Sitophilus zeamais)

Modelo in vivo
(Sarcoma-180)

Modelo in vitro
(macrofagos e G. mellonella)

Modelo in vitro
(Esplendcitos de
camundongos)

Macrofagos peritoneais

modelo in vivo da membrana
do saco vitelino de embrides
de Coturnix japonica

Modelo in vivo de infeccao
cuténea
(camundongos swiss)

Modelo in vivo
(camundongos swiss)

Modelo in vivo
(camundongos swiss)

Modelo in vivo
(camundongos swiss)

GOMES et al., 2013

GOMES et al., 2013

CAMAROTI et al., 2018

RAMOS et al., 2019

LIMA et al., 2019

DOS SANTOS et al.,
2020

LIMA et al., 2019

SANTOS et al., 2022

NUNES et al, 2022

DE LIMA et al., 2022

MARINHO et al., 2023

DE LIMA et al., 2023

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.2. CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS

O processo de reparo tecidual € um evento altamente coordenado e complexo
que depende diretamente das rea¢des e interacdes entre as células do sistema imune
e outros mediadores. Ademais, a cicatrizacao de feridas é uma cascata de eventos
gue acontecem de maneira sobreposta, que inclui quimiotaxia, divisdo celular,
neovascularizacdo e remodelacdo do tecido apdés a deposicdo da nova matriz
extracelular (KAPLANI et al., 2018). As células e sinais quimicos atuam de forma
coordenada e eficiente de modo a reparar e garantir a rapida cicatrizacdo da area
lesada e este processo fisioldgico € necessario para manutencao da integridade da
pele pos traumas (WILLIANS et al., 2018). O processo normal de cicatrizagdo de
feridas envolve trés fases: inflamacgao, formacéo de novo tecido e remodelacdo da
matriz extracelular e vao desde o momento da leséo até a remodelacao do tecido para
gue se torne o mais parecido possivel com o tecido original (PECHERSKY et al.,
2016).

A fase inflamatdria inicia-se imediatamente apds ao trauma, nela ha a secrecéo
de citocinas, macrofagos e células Natural Killer, que sdo atraidas para o local.
Simultaneamente, o fator de crescimento plaquetario comanda a ativacdo do
complexo trombina, impedindo assim, o sangramento (PEREIRA, BARTOLO, 2016).
Nesta fase, ha a interacdo também de neutréfilos com componentes [Fator de
crescimento de fibroblastos béasico (bFGF) juntamente com Fator de crescimento
endotelial (VEGF)] que promovem a diante, angiogénese, para garantir transporte de
nutrientes e de mais células para o local da lesdo (KAPLANI et al., 2018; SHPICHKA
et al., 2019).

Posteriormente, acontece a fase de formacdo de novo tecido também
conhecida como fase de proliferacdo, onde as células da pele recém-diferenciadas
migram para cobrir a ferida (RODRIGUES et al., 2019). Esta etapa é constituida por
quatro eventos principais: epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de
granulacao e deposicéo de colageno. Para isso, inicialmente, estas células epiteliais
proliferam-se na tentativa de reestabelecer a barreira protetora (WANG et al., 2018).
O término do evento de proliferagcéo celular, da lugar a etapa de angiogénese, que €

estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e é caracterizada pela migragao


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shpichka+A&cauthor_id=30876456
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de células endoteliais e formacdo de capilares (SORG et al., 2017; WANG et al.,
2018).

Logo em seguida, ha a formacgéo de tecido de granulacdo que é coordenado
pelos fibroblastos, consideradas as principais células da fase proliferativa. Por fim, ha
a etapa de interacdo entre fibroblastos e miofibroblastos, que leva ao ultimo estagio
da cicatrizacdo de feridas, caracterizado pela vasta deposicdo de moléculas de
colageno (tipos I-1V), que resultam na formacéo do tecido (CHILDS, MURTHY, 2017).

Por fim, o término do processo de cicatrizacdo é marcado com a fase de
remodelacdo do tecido. Tal fase é caracterizada pela deposi¢cdo de colageno de
maneira organizada na matriz extracelular e por isso, considerada clinicamente
importante (BONIAKOWSKI et al., 2017). Com o objetivo de reorganizar esta matriz,
fibroblastos e células imunes secretam colagenases que promovem a lise da matriz
antiga, havendo sucesso no processo de reparo tecidual quando a deposi¢do do
colageno € maior (EL AYADI et al., 2020). Essa proteina € a mais abundante no tecido
conectivo e suas diferencas estruturais determinam suas funcdes bioldgicas, sendo o
colageno tipo | mais predominante em ossos e tenddes, O tipo Il € mais comumente
encontrado em tecidos moles, por exemplo (KALLIS, FRIEDMAN, 2018).

No entanto, o processo de cicatrizacdo € influenciado e até mesmo
comprometido por diversos fatores. As doencas como Diabetes Melitus (OKONKWO,
DIPIETRO,2017) além de deficiéncias vitaminicas (GHALY et al., 2021), tabagismo,
doencas hereditarias, desnutricdo, idade e infeccdes podem interferir de maneira
negativa nesse processo e torna-lo vulneravel a interrupcdo, devido a sua
complexidade. Sendo assim, é comprovado que diagndsticos preexistentes podem
alterar, atrasar ou inibir significativamente a cicatrizagdo normal de feridas,
comumente observado em doencas cronicas e insuficiéncia renal, mas também ocorre
secundariamente ao envelhecimento e ao abuso de substancias (BEYENE et al.,
2020, BONIFANT, HOLLOWAY, 2019).

2.3. PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € um patégeno oportunista e clinicamente importante,

que reside normalmente nas vias respiratorias e microbiota da pele (CHEUNG et al.,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boniakowski+AE&cauthor_id=28630109
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2021). Estes cocos Gram positivos continuam sendo uma das bactérias mais
associadas a doencas humanas, causando uma ampla gama de infec¢des, incluindo
pneumonia, infec¢des teciduais graves e sepse (KWIECINSKI; HORSWILL, 2020).
Sendo assim, é causa comum de infec¢des hospitalares e comunitarias, onde grande
parte dos casos evoluem para 6bito (MANSOUR, 2021; CHEUNG, 2021).

Os altos indices de mortalidade e morbidade decorrente das doencas
infecciosas microbianas, sobretudo por este patdgeno sdo resultado de seu
tratamento complexo. Isso acontece, pois as infec¢cdes por S. aureus Ssao
particularmente problematicas e tal fato deve-se sobretudo pela ocorréncia frequente
de resisténcia antibiética e pela impressionante variedade de fatores de viruléncia que
esse microorganismo € capaz de expressar (SOE et al., 2021). Dessa maneira, um
namero cada vez maior de linhagens de S. aureus tem demonstrado resisténcia aos

agentes antimicrobianos (WU et al., 2019).

S. aureus resistente a meticilina (MRSA) sdo 0s mais importantes clinicamente,
pois geralmente sdo acompanhadas de aumento da mortalidade, morbidade e
permanéncia hospitalar em comparacao as infecgdes causadas por cepas sensiveis
a esse antibiético (VESTERGAARD et al., 2019). Ademais, a mortalidade causada por
MRSA € mais alta quando comparada a outros patégenos resistentes a antibiéticos
(GUO et al., 2020). No entanto, a resisténcia a outros antibioticos também é comum
em S. aureus, por exemplo, a resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos tradicionais
(penicilina e derivados) que sao sensiveis a beta-lactamase é frequente nesse
patégeno. Além disso, S. aureus pode apresentar-se, em muitos casos, na forma
combinada, onde apresenta resisténcia a quase todos os antibioticos disponiveis.
CHEUNG and BAE, 2021)

Quanto aos fatores de viruléncia, que incluem citocinas, proteinas, coagulases
e carotenoides, sdo responsaveis por dificultar a eficacia da terapia e facilitar a
infec¢do, desenvolvendo multiplas estratégias que evitem as defesas do hospedeiro
(AHMAD-MANSOUR, 2021).Por isso, ao contrario de muitos outros patdégenos
bacterianos, que normalmente dependem de apenas uma ou algumas toxinas para
promover doencgas, o0 S. aureus produz uma impressionante variedade de fatores de

viruléncia, para promover estas tais desordens (CHEUNG et al, 2021).
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Dentre eles, a enzima a-hemolisina e modulinas solaveis em fenol (PSMs), a
producdo de estafiloxantina, a secrecdo de SSL5, SSL10, CHIPS, FLIPr, da enzima
estafilocécica inibidora do complemento (SCIN) (SHETTIGAR and MURALLI, 2020),
além da toxina-1 da sindrome do choque téxico e da leucocidina de Panton-Valentine
(PVL), que causa a lise dos leucdcitos (PAPASTERGIOU; TSIOULI, 2018).

2.4. FILMES POLISSACARIDICOS

Os filmes e hidrogéis representam uma classe de materiais com aplicabilidades
biotecnolégicas Unicas e promissoras, que tém sido cada vez mais, foco das
pesquisas nas industrias biomédica e farmacéutica (XU et al., 2021). Ademais,
consistem em redes tridimensionais (3D) que apresentam ligacdes reticuladas fisica
ou quimicamente de polimeros hidrofilicos (TAVAKOLI, KLAR, 2020). Essa classe de
polimeros tem caracteristicas marcantes que permitem e possibilitam alterar sua
estrutura e volume em resposta a estimulos externos, fornecendo grandes potenciais
de pesquisa e uma ampla variedade de aplicacdes (JIANG et al., 2020).

No que diz respeito ao uso dos biopolimeros, sobretudo com aplicacdo na
cicatrizacdo de feridas, € necessario que os filmes apresentem vantagens para uso.
Neste caso, a versatilidade quimica e fisica desses biopolimeros permite que sejam
amplamente explorados (SINGH et al., 2017). Sendo assim, as principais vantagens
relacionadas ao seu uso sao: a bioatividade, biocompatibilidade, biodegrabilidade,
resisténcia mecanica, aplicabilidade clinica, ndo toxicidade, a possibilidade de atuar
como um sistema de liberacdo de drogas, diversidade estrutural, além de abundéancia
e baixo custo associado (TAVAKOLI, KLAR, 2020; MUIR, BURDICK, 2021).

Dessa forma, um biopolimero potencial para a fabricacdo de membranas e
portanto uma alternativa promissora no campo da cicatrizacao de feridas, € o Alginato
de Sddio (SAg) (ZHANG et al.,2021). Um polissacarideo natural extraido de algas
marrons e algas marinhas, amplamente utilizado como modificador da superficie da
membranapara reduzir incrustacdes (KHAN et al., 2021). A estrutura do Sag é
composta por acido a-L-gulurénico (GulA) e residuo de acido -D-manurdnico (ManA)
ligados em 1,4 e devido ao grande nimero de grupos funcionais de radicais livres que
também pertencem a sua estrutura, é capaz de formar uma poderosa membrana de
hidratacdo em agua (RASTOGI, KANDASUBRAMANIAN, 2019).
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Em se tratando de cicatrizac&o de feridas, as ligacdes hidrofilicas presentes e
comum a estes materiais, demonstram um notavel potencial para absorver exsudatos
da ferida e permitir a difusdo de oxigénio para acelerar o reparo tecidual. Com suas
caracteristicas inerentes, como excelente solubilidade em agua (KHAN et al., 2021),
capacidade quelante (SUN et al., 2020) e ndo toxicidade espera-se que o0 (SAQ) seja
compativel com poliuretanos devido aos diversos grupos funcionais polares presentes
em sua estrutura (SHEN et al., 2019).

O alginato consiste em um copolimero linear feito de residuos de &cido
manurdnico (ManA) e gulurénico (GulA) ligados entre si por ligagdes glicosidicas. Sua
estrutura é definida através da relacdo e pela propor¢éo entre os residuos, além de
sua distribuicdo (YOUSSOUF et al., 2017). O percentual dessas unidades varia entre
as espécies de algas e sua modificagdo quimica pode influenciar de maneira
significativa, as propriedades fisico-quimicas do alginato (RHEIN-KNUDSEN, ALE,
AJALLOUEIAN, & MEYER, 2017). Sendo assim, enquanto o alginato com maior
qguantidade de residuos GulA apresenta uma estrutura molecular rigida, aquele com
maior proporcdo de unidades ManA apresenta uma estrutura mais flexivel
(YAMAMOTO et al., 2018).

A gelificacdo desse biopolimero por meio do calcio, € uma das propriedades
funcionais mais importantes do alginato, permitindo que seja amplamente utilizado na
industria (CAO et al., 2020). O processo de formacéao da rede de polimeros reticulados
acontece quando séo formadas zonas de juncéo que se formam entre as cadeias de
alginato e cations bivalentes, como Ca?*. Resumidamente, quando o Ca?* combina-
se com uma parte de alginato, forma pontes entre moléculas de alginato proximas,
levando a uma estrutura de "caixa de ovo" altamente organizada (DODERO et al.,
2021; Ll et al., 2021).

E demonstrado que o potencial biotecnolégico dos filmes polissacaridicos é
vasto e ainda pode ser amplamente explorado. Resultados anteriores demonstram
gue estes biopolimeros sdo potenciais alvos de pesquisas em diversas areas e suas
caracteristicas possibilitam que sejam utilizados, a exemplo, com objetivo de
degradacéo programada e a consequente liberagdo de drogas, além de servir como
um depdsito biocompativel para entrega local de carga terapéutica responsiva a

estimulos. No entanto, apesar de possuir diversas aplicabilidades, tais materiais
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possuem defeitos tipicos e inerentes as membranas de CaAlg que incluem: a fraca
estabilidade mecanica, a dificuldade para a preparacdo em larga escala e a fixacao

da membrana em equipamentos de filtracdo (HABANJAR et al., 2021).

Por fim, a incorporacdo de moléculas com atividade comprovada em filmes
polissacaridicos de alginato, constitui uma alternativa promissora para potencializar a
acdo de tais compostos. Como exemplo, De Macedo (2022) desenvolveu e
caracterizou membranas de hidrogel a base de alginato contendo a lectina ConA
(purificada de sementes de Canavalia ensiformis), para aumentar os efeitos
antibacterianos da gentamicina contra cepas resistentes em curativos. Ademais, outro
modelo de curativo de hidrogel biodegradavel e bioativo a base de alginato para
tratamento de feridas infectadas, também foi proposto por Naeem (2022). Nele, a
incorporacdo de acido gdalico demonstrou excelentes propriedades antioxidante e

mostraram-se uma opc¢ao eficaz no tratamento das feridas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver filmes de alginato contendo a lectina SteLL e avaliar os potenciais
cicatrizantes e antimicrobianos em lesdes cutaneas infectadas por S. aureus

resistente.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver filmes de alginato contendo SteLL;

o Analisar a incorporac¢éo das lectinas nos filmes de alginato;

o Comparar as ac0es cicatrizantes e antissépticas dos filmes com a
SteLL no modelo de feridas contaminadas por S. aureus em camundongos;

o Avaliar o envolvimento das citocinas inflamatorias e fatores de

crescimento na agao cicatrizante.
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4. METODOLOGIA

4.1. OBTENQAO DO MATERIAL VEGETAL

A StelLL foi purificada a partir de folhas secas de S. teribinthifolius (coletada em
Recife, Brasil) usando a metodologia anteriormente descrita por Gomes et al. (2013)..
Em suma, o po obtido das folhas secas (20 g) foi diluido em solucao salina (NaCl 0,15
M) e submetido a agitacdo 4°C. Apds 16 h, o extrato filtrado foi centrifugado (3000 rpm
por 15 min) e depois submetido a cromatografia em coluna de quitina (Sigma- Aldrich,
MO, EUA). A eluicéo foi realizada usando Acido acético (1 M) e a StelL obtida apos
didlise (10 kDa cut-off memnbrane; Sigma Aldrich) com agua destilada (4 h, 4° C) e
logo apds com 0.15 M NaCl (4 h, 4° C). A concentragdo de proteinas foi determinada

de acordo com Lowry et al. (1951).

4.2. PREPARAC}AO DOS FILMES DE ALGINATO INCORPORADOS COM
StelLL

As amostras de lectina foram adicionadas as solu¢des filmogénicas (Alginato
de Sadio + Glicerol) de modo a alcancar valores especificos (100 pg/mL). As solucdes
filmogénicas contendo StelLL permaneceram sob agitacdo por 30 min a 25°C.
Volumes de 15 mL das solugdes filmogénicas foram depositados em placas de Petri
com 9 cm de didmetro (em condi¢cBes assépticas), as quais foram levadas a estufa a

30 °C para obtencao dos filmes.

4.3. CARACTERIZACAO DOS FILMES
4.3.1. Rugosidade

A andlise de rugosidade foi realizada através de rugosimetro digital (Mitutoyo
SJ-201, Japéo). Para isso, os filmes foram recortados e padronizados no tamanho de
1 cm? e entdo foram executadas nove leituras em cada grupo (Alg; Alg + SteLL), em
pontos especificos do material. O comprimento de amostragem (cutoff) utilizado foi de
4mm, considerando intervalos de 0,8 mm para medi¢ao a uma velocidade de 0,5 mm/s
para obter os valores de rugosidade média (RA) sendo tais valores escolhidos de
acordo com a recomendacao das normas ISO 4288 (1996) e ASME B46.1 (2002).
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4.3.2. Coloracéo

Os aspectos de coloracéo foram observados e determinados de acordo com a
metodologia proposta por Gennadios et al. (1996). Dessa forma, os testes foram
realizados a fim de se verificar quantitativamente a influéncia da incorporacdo da
lectina a solucdo filmogénica sobre o aspecto visual dos filmes, caracteristica
relevante do ponto de vista de atratividade para potenciais usuarios. A analise foi
realizada em triplicata com auxilio de espectrofotdmetro portétil (VITA Easy Shade
IV®, EUA) que adota o padrdo CIELAB. Neste sistema, a luminosidade e a cor sdo
determinadas pelos parametros L, a e b. O parametro “L” corresponde a luminosidade
e varia de 0 (preto) a 100 (branco) e os parametro a e b correspondem a indices de
cor, onde o parametro “a” varia de -60 (verde) a +60 (vermelho) e o parametro “b”
varia de -60 (azul) a +60 (amarelo).

A obtencao destes parametros permite calcular a tonalidade métrica (Hue), que
indica a cor do material; o croma métrica (Cr), relacionado a intensidade de cor, em
uma escala de 0 a 16; e a diferenca de cor em relagdo a um padrao (AE), que foi
definido como sendo o filme apenas com alginato e glicerol. Os célculos foram

realizados de acordo com as seguintes equacoes:

Hue = arctan (b/a)
Cr = V(a?+b?)
AE = \(AL2+Aa2+Ab?)

4.3.3. pH dos filmes

Para avaliar o pH da superficie filmogénica, os filmes foram recortados do modo
que obtivessem a area de 1cm?, onde foram deixados inturmescer por 2 horas em
placa de agar a 2%(p/v). O pH dos filmes foi medido colocando a ponta do eletrodo
de vidro préxima a superficie do filme, aguardando que se equilibrasse por 1 minuto
(PATEL; SHAH; TIWARI, 2015).

4.3.4. Intumescimento
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A analise de grau de intumescimento foi realizada conforme Mohamed, Haider
e Mohamed Ali (2011), com algumas modificacdes. As amostras de filme (2 cm de
diametro) foram previamente colocadas em dessecadores contendo silica gel por 10
dias. Apos este periodo as amostras de filme foram imersas em 30 mL de solucdo
tampéo fosfato salino (pH 6,8) a 37 °C em suporte apropriado para pesagem. As
amostras entdo foram retiradas em intervalos de 30 segundos e entdo pesadas. O

grau de intumescimento (%) foi determinado de acordo com a equagéao:

mi —mf
| =—x100
mf
Onde: | = intumescimento (%), mi; = massa inicial da amostra (g), mf = massa

Uumida nos diferentes tempos da amostra (g) (MOHAMED; HAIDER; ALI, 2011).

4.3.5. Propriedades mecanicas

As propriedades de tracdo dos filmes foram determinadas usando o aparelho
Universal Testing Machine M500 testométrica (100 kN). Os filmes foram cortados nas
dimensdes de 1,5 x 3 cm e a deformacédo de 100 N/mm?2 foi aplicada para a anélise
de alongamento percentual, resisténcia a tragdo, pico de carga e médulo de Young. A
resisténcia de unido foi medida aplicando uma taxa de carregamento de 4 mm/min.
Para isso, a amostra foi devidamente fixada ao extensémetro e a célula de carga para

gue o alongamento e a carga de teste possam ser registrados com precisao.

O Percentual de alongamento foi calculado pela equacéo:

L
Percentual de alongamento(%) = ExlOO

Onde: “L” era o comprimento maximo antes da quebra, enquanto “Lo” era o

comprimento original da amostra.

O moddulo de Young foi calculado como [6].

Estresse

Modulo de Young = W
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4.4. LINHAGEM BACTERIANA

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana e cicatrizante dos filmes de
alginato contendo SteLL sobre feridas cutaneas infectadas, foi utilizada uma amostra
clinica de S. aureus SA01, uma cepa resistente obtida de caso de infeccdo sanguinea
(MONTEIRO et al., 2019).

4.5. ANIMAIS E CONDICOES ETICAS

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas preconizadas e o protocolo
experimental que ja tem sido realizado no biotério da Universidade CEUMA. O projeto
obteve aprovacdo do Comité de Etica de Utilizacdo Animal da Universidade CEUMA
(Protocolo 0024/21). Foram utilizados camundongos Swiss (fémeas) com 6 a 8
semanas de vida, procedentes do biotério da Universidade CEUMA, onde foram
mantidos e acompanhados durante o experimento em ambiente com temperatura,

umidade e luminosidade controlados.

4.6. ESTUDOS COM ANIMAIS

4.6.1. Protocolo para ferida induzida

Os camundongos foram previamente anestesiados com cloridrato de xilazina 1
mg/kg e cloreto de cetamina 50 mg/kg por via intramuscular. Apés a anestesia, foi
realizada a tricotomia e a antissepsia da regido dorsal toracica com alcool etilico a
70% e solucédo salina estéril NaCl 150 mM. A pele foi demarcada e a ferida cutanea
asséptica foi produzida por excisdo da pele. Em seguida, uma suspenc¢ao bacteriana
recente de S. aureus SAO01 (30 pL, 1,5 x 108 UFC/mL) foi adicionado a lesédo
(FIGUEIREDO et al., 2023). O tratamento topico com os filmes ou com a salina iniciou-
se um dia apés a infecgéo das feridas e foi realizado diariamente durante 7 dias. Os
camundongos (n=6/grupo) foram divididos em trés grupos conforme apresentados a

sequir:

v' G1: animais com feridas infectadas tratados com salina (50 pL);

v G2: animais com feridas infectadas tratados com o filme de
alginato;

v" G3: animais com feridas infectadas tratados com o fiime de

alginato contendo StelLL.
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4.6.2. Avaliacao clinica da leséo

As feridas foram avaliadas diariamente, observando-se na ferida e na area
circunscrita os parametros inflamatorios e caracteristica das crostas, presenca
necrose, coloracéo e aspecto do tecido de granulacéo e cicatricial (FERRO et al.,
2019). Todas as feridas foram fotografadas e medidas seus diametros para a

mensuracgao da area da lesao.

4.6.3. Contagem de bactérias viaveis

O lado dorsal da ferida foi removido e usado para contagem de bactérias. Um
mililitro de PBS foi adicionado ao tubo e foi homogeinizado por 90 segundos a 5000
rpm. Os resultados da solucdo foram diluidos (1:10), plagueados em Agar Manitol
Salgado e incubados a 37°C por 24 h.

4.6.4. Dosagem de mediadores inflamatorios e fatores de crescimento

Os niveis de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1,
TNF-a) foram quantificados em amostras de lesdo através do kit Mouse Inflammation
Kit BDTM Cytometric Bead Array (CBA; BD Biosciences, Sao Paulo, Brazil). A analise
foi realizada no citometro de fluxo BD Accuri C6 seguindo as instrucbes dos
fabricantes. Os resultados foram analisados usando o software CBA FCAP Array (BD

Biosciences, Sao Paulo, Brazil) e expressos em pg/g por grama de tecido.

4.6.5. Andlise estatistica
Todos os experimentos foram realizados em quadruplicata e expressos como média
* desvio padrdo. As porcentagens de inibicdo foram calculadas como a média dos
valores obtidos para cada experimento. Os graficos e avaliacdo estatistica dos
resultados foram realizados no Graphpad Prism 5.0. Os dados foram analisados por
One-Way Analysis of Variance (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Experimentos com p < 0,05 foram considerados

significativos e estdo descritos na se¢éo de resultados.
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZACAO DOS FILMES
5.1.1. Coloragéo e pH

Quanto a luminosidade (L), houve diferencas relevantes (p<0.0001) entre os
grupos analisados. Tais filmes apresentaram valores de 84,79 + 4,44 (ALG) e 97,71
3,09 (ALG + StelLL) quanto a equivaléncia de luz. Este parametro demonstra que os
filmes com a lectina se apresentam mais luminosos e mais claros que o grupo controle

como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2- Analise do pH e dos parametros de coloracao dos filmes a base de alginato

Filmes  pH L A b Hue Croma AE

ALG 457 84,79 2,09 1254 0,18 12,79 -
+4,442 £0992 +2462 012 £2.25°

a

ALG + 4,64 97,71 -1,29 11,18 0,70 1,92 19,20
StelLL +309P +0,842 +235a * 0,26 +2,36P + 2,80
a

L: Luminosidade; a e b: indices de cor; Hue: tonalidade métrica; AE: diferenca de cor em relagdo a um
padrdo (Alginato); ALG: Filme a base de alginato, ALG + StelLL: Filme a base de alginato incorporado
com StelLL. Em cada coluna, letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor

Embora ndo tenham sido detectados diferencas estatisticas (p>0,05), o0s
menores valores de a e b (que correspondem a indices de cor) nos filmes com StelL
revelam uma tendéncia para amostras menos esverdeadas e mais amareladas.
Consequentemente tais indices desencadearam um maior valor de tonalidade métrica
(Hue), indicando que os filmes tratados com StelLL apresentam nuances de cor maior,
em comparagdo com os filmes somente com alginato. Em adi¢c&o, a Croma métrica
(Cr), parametro relacionado a intensidade de cor, indicou maior valor ao grupo controle
guando comparado com aquele incorporado com a lectina SteLL (p<0,0001) (Tabela
2). A partir do AE, foi possivel detectar a diferenga de cor entre os grupos, onde grupo
controle foi atribuido como padréo de referéncia (Tabela 2).

Com relacdo ao pH dos filmes, este € um parametro utilizado para avaliar a
acidez da amostra e desta forma, possivel sugerir melhores locais de aplicabilidade

dos filmes. Apos a medicdo do pH dos filmes, foi obtido valores de 4,57 para os filmes
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do grupo controle e 4,64 para as amostras contendo a lectina (Tabela 2). Este
resultado afirma que a lectina StelLL, na concentracao testada teve a capacidade de

alterar o pH dos filmes, tornando-os levemente mais alcalinos.

5.1.2. Morfologia dos filmes

As micrografias das superficies dos filmes de alginato de sodio na presenca ou
nao da lectina SteLL, sdo apresentados na figura 1. As figuras 1la e 1b apresentam,
respectivamente, as imagens de MEV (Microscopia Eletrénica de Varredura) para o
filme de alginato com resolucdo de 100, 250 e 500 vezes e as micrografias dos filmes
de alginato com a incorporac¢do da lectina, nas mesmas resolucdes. Nelas, € possivel
observar diferentes aspectos nas superficies dos filmes através da microscopia,

influenciados ou néo, pela presenca de StelL.

Em a, a micrografia de superficie para os filmes somente com alginato de sodio,
mostra a presenca de dominios de agregados do polimero dispersos no filme, cuja
presenca de particulado que conferem aspecto texturizado. Em b, onde as imagens
apresentam o aspecto da superficie dos filmes de alginato com a lectina StelLL
incorporada a sua formulacéo, a andlise mostra uma estrutura mais homogénea, lisa
e densa, porém ainda apresenta dominios de agregados do polimero dispersos em

sua estrutura.

Em suma, nos filmes com a lectina, a micrografia de superficie do filme de
alginato mostrou uma maior homogeneidade, além do desaparecimento dos
agregados, sugerindo a participacdo de SteLL nesse processo. Tal comportamento
pode ser explicado quando consideramos que o0s polimeros do grupo alginato,
sintetizados neste trabalho, possuem o aspecto de material com baixa mistura por
conter maiores proporcoes de alginato e agente plastificante (Glicerol) em sua

formulacao.

Essa andlise das caracteristicas morfoldégicas dos filmes poliméricos é uma
etapa essencial no seu desenvolvimento destes polimeros, sobretudo para se avaliar
a existéncia de bolhas de ar e/ou rachaduras, de modo a garantir a integridade do
material. Sendo assim, foi observado que apesar dos grupos testados demonstrarem

aspectos de suas superficies aparentemente distintas, tais diferencas visuais néao
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foram significativas, ja que ambos os filmes apresentaram uma superficie rugosa, sem

rachaduras e homogénea.

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) para os filmes de alginato de sédio (a) e filmes de
alginato contendo SteLL (b) com magnificacdo de 100, 250 e 500x.

(a)

ALG

NL X250 300 pm

(b)

ALG+SteLL
100 pg/mL

NL X250 300 pm

Fonte: Elaborado pelo autor

5.1.3. Rugosidade

No que se refere a rugosidade dos filmes, este parametro esta diretamente
ligado ao angulo de contato e adesdo desse material, de modo que os filmes mais
rugosos podem favorecer uma maior fixacdo de células. Dessa forma, a figura 2a
demonstra que foram avaliados os indices de rugosidade (RA) das amostras,
constatando-se que os filmes do grupo controle (ALG) apresentaram valor médio de
0,90 = 0,1848 pum. No entanto, os filmes com a lectina SteLL incorporada
apresentaram rugosidade de 1,05 £ 0,3087 pum, valor que demonstra diferencas
consideradas nao significativas quando comparado ao grupo controle (p> 0,05).

Figura 2. Avaliacdo da rugosidade média dos filmes de alginato (a) e do comportamento hidrico de

absorcdo em agua destilada (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.1.4. Intumescimento

A capacidade de intumescimento dos filmes em agua destilada se deu por um
tempo de 180 segundos totais e pesagem da massa do material a cada 30 segundos.
O ensaio teve como proposito, mostrar o comportamento hidrico dos filmes de alginato
e daqueles cuja lectina foi incorporada. Como resultado, o processo de
intumescimento manteve valores semelhantes de absor¢ao para os diferentes grupos
testados, mostrando que a lectina ndo interfere ou altera a capacidade de absorcéo

dos filmes.

Além disso, conforme apresentado na figura 2b, o ensaio de comportamento
hidrico permitiu evidenciar que os filmes apresentaram maior grau de absorcéo
durante os primeiros 60 segundos do teste. Nos intervalos de tempo consecutivos, foi
possivel observar a rdpida solubilizacdo do material e a consequente perda do
conteudo aquoso e degeneracdo da matriz estrutural do filme de modo que, a cada
intervalo de pesagem havia a perda de massa, inclusive em relacdo a massa inicial
do filme seco, tornando os filmes totalmente solubilizados em agua destilada ao final

do teste apos 180 segundos.

5.1.5. Propriedades mecéanicas

Ademais, determinadas propriedades mecanicas como a tracdo forca, a taxa

de alongamento percentual, o pico de carga e Médulo de Young dos filmes foram
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avaliadas de modo a determinar sua resisténcia e elasticidade (Tabela 3). Dentre as
quais, no entanto, somente a taxa de alongamento percentual exibiu diferencas
significativas quando comparadas, demonstrando que incorporacdo de SteLL aos
filmes, os tornaram mais resistentes do que aqueles apenas com alginato em sua

formulacao.

Tabela 3- Analise das propriedades mecénicas dos filmes a base de alginato.

Filme Percentual de Pico de Tracado forca  Mddulo de
alongamento carga (N) (Mpa) Young (Mpa)
ALG 127,32 +6,24% 1,08+0,332 0,36+0,112 0,26+0,092

ALG + SteLl. 117,20+2,58° 0,54+0,21% 0,18+0,07% 0,18 +0,082

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2. CARGA BACTERIANA

A figura 3 mostra os efeitos do tratamento topico dos filmes de alginato,
contendo ou ndo a lectina SteLL (100 pg/mL), na carga bacteriana das feridas
infectadas por S. aureus resistente apos 7 dias de tratamento. Como ja esperado, 0
grupo controle infectado e néo tratado apresentou ao final da terapia, um valor de
carga bacteriana significativamente maior que aqueles expressos no grupo tratado
com os filmes contendo a lectina SteLL (p< 0,01). No entanto, 0 mesmo resultado n&o
foi observado no grupo tratado com os filmes somente com alginato que apresentou
valores de UFC estatisticamente similares as grupo infectado sem tratamento (p<
0,05).

Figura 3. Efeito do tratamento tépico com filmes de alginato contendo SteLL (100 ug/mL) e de alginato
na carga bacteriana das feridas contaminadas por Staphylococcus aureus resistente apés 7 dias de

tratamento. *p<0,05; **p<0,01.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.3. AREA DAS FERIDAS

Em seguida, foi avaliado a eficacia do tratamento tépico usando SteLL na
reducdo da area das feridas excisionais contaminadas por S. aureus (Fig. 4). A andlise
macroscopica das lesées mostrou, como esperado, que a presenca de S. aureus com
resisténcia, retardou o processo de cicatrizacdo dos animais no grupo infectado,
sobretudo quando comparado aos demais grupos. Ademais, observou-se que a
infeccéo causada por S. aureus SA01 promoveu, ao longo dos dias de tratamento, um
quadro de dermatite na area circunscrita a lesdo, acompanhada do aumento
simultineo de parametros inflamatorios e é&rea da ferida que ocasionou

posteriormente, a piora do quadro clinico das feridas.

O tratamento com SteLL promoveu uma cicatriza¢cao mais rapida com formacao
antecipada de tecido de granulacdo em comparacdo com 0s outros dois grupos
testados. Também foi possivel observar uma melhor epitelizagéo nos animais tratados
com StelLlL, além do tratamento tOpico com SteLL resultar em maiores niveis de

contracao da ferida quando comparado com o grupo infectado néo tratado (Fig. 4).

Figura 4. Analise macroscépica do efeito do tratamento com filmes de alginato contendo StelLL (100

pg/mL) em lesBes cuténeas infectadas por Staphylococcus aureus.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os efeitos do tratamento com os filmes na area da ferida dos grupos controle,
alginato e filmes com SteLL sdo mostrados na figura 5. Na figura 5a, os valores das
areas foram expressos em porcentagem (%), onde a &area no primeiro dia de
tratamento representa 100%. Em relacdo ao grupo controle, os dados mostram que
ao final dos 7 dias de observacdo a média de contracdo foi de 49,43 + 15,48%.
Diferengas n&o significativas entre o tamanho da ferida dos animais tratados com o
grupo néo tratado e os tratados com os filmes de alginato foram observadas. Para os

animais tratados com os filmes de alginato, a média de contracéo foi de 43,03 £ 5,22%.

Por outro lado, o grupo tratado com os filmes contendo SteLL apresentaram 0s
melhores valores de cicatrizacdo, com diferencas significativas em relacdo os outros
grupos nos dias 5 e 7 (p<0.05). A média de contracdo ao fim do tratamento para este
grupo foi de 73,80 £ 9,03%. Tal efeito € destacado pela anélise da area sob a curva
(AUC) dos dados da area da ferida (Fig. 5b). Os valores de AUC para 0s grupos
controle e alginato foram de 557,36 + 49,64 e 578,07 + 68,06, respectivamente;
enquanto os animais tratados com SteLL tiveram valores de AUC de 458,95 * 23,06
(p > 0,05).
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Figura 5. Efeito do tratamento tépico com filme de alginato contendo StelLL (100 ug/mL) e de alginato
na area da lesdo cutanea contaminada por Staphylococcus aureus resistente. (a) Area expressa em
porcentagem (%). (b) Area sob acurva (AUC) da area da ferida. *p<0,05; **p<0,01.

(a) (b)
150+ ok 8001
— [ CON &E‘
< Fk
S F &= ALG E6o0] ___ *
E 100 * Bl ALG + StelL g
© — 2
il Fk >
5 F O 4004
- [}
3 504 s
© S 200
2 ©
<L 9_.)
<
0_

o

Fonte: Elaborado pelo autor

5.4.1. Parametros inflamatorios

Com relacdo aos parametros inflamatoérios, a severidade da inflamacédo é
representada na figura 6 (a e b). Para isso, a gravidade da infeccdo da ferida, foi
avaliada através de um sistema de pontuacdo baseada em varios parametros como o
tipo de exsudato presente, tipo de tecido, presenca de edema, coloracao da pele ao
redor da lesé&o e tamanho da ferida.

E possivel que observar que grupo de animais correspondente ao controle
infectado exibiu, como ja esperado, pontuacdes ligeiramente altas e, portanto,
apresentou uma ligeira diferenca quando comparado demais grupos (Fig. 6a).
Enquanto isso, o tratamento tépico com os filmes de alginato, tanto sozinho quanto
com os filmes contendo a lectina, resultou na reducdo do escore de gravidade
sobretudo entre os dias 1 e 3 do tratamento em relac&o ao grupo infectado néo tratado,
mostrando que o tratamento com StelLL resulta na diminuicdo desses parametros

inflamatorios.

A confirmacao desses resultados pode ser feita através da analise de area sob
a curva (Fig. 6b), onde o grupo controle infectado apresentou a maior média AUC (x
2,01 20,42 mm?) enquanto os camundongos tratados com filmes de alginato (+ 1,63

18,42 mm?) e os animais tratados com StelLL (+ 3,12 17,42 mm?). Sendo assim, a



43

analise do escore através dos parametros clinicos exibiu dados que sustentam a
hipétese de que a a presenca do S. aureus SAO1l com resisténcia, promoveu um
quadro inflamatério mais grave no grupo nao tratado pelos filmes pois a lectina diminui

a ocorréncia de tal processo de maneira exacerbada.

Figura 6. Efeito do tratamento tépico com filme de alginato contendo StelLL (100 ug/mL) e de alginato
na severidade da inflamacao nos animais submetidos a lesdo cutanea contaminada por uma amostra
clinica de Staphylococcus aureus. (a) Andlise dos parametros clinicos dos grupos experimentais
durante o periodo de avaliag&o clinica. (b) Area sob acurva (AUC) dos parametros clinicos dos animais
estudados.
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**Diferenca estatistica em rela¢éo ao grupo controle (p<0.01)

Fonte: Elaborado pelo autor

5.4.2. Liberacéao de citocinas

Foram avaliadas a expresséao de citocinas proé (IL-6, IL-12p70, TNF- a e MCP-
1) e anti-inflamatérias (IL-10) para determinar a presenca ou ndo de influéncia em sua
liberacdo. Ao fim do tratamento, conforme apresentado na figura 7, as lesdes cutaneas
expressaram menores niveis de IL-6, TNF-a e MCP-1 em relacdo aos grupos
infectado e tratado apenas com filmes de alginato. Desse modo, € possivel
demonstrar que a terapia com filmes com StelLL influencia diretamente no padrao de
liberacdo de citocinas pré inflamatdrias e portanto, diminuem essa resposta de
maneira exacerbada e que outrora, prejudicaria 0 processo de cicatrizacdo. No
entanto, essa diminuicdo néo € reproduzida também com relacdo a citocinas anti-

inflamatorias.

Figura 7. Efeitos dos filmes de alginato na liberagéo de citocinas em camundongos infectados com S.
aureus resistente. (a) IL-6; (b) MCP-1 e (c) TNF-alfa.
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6. DISCUSSAO

Quanto aos filmes, estes foram desenvolvidos de modo a incorporar a lectina
SteLL. Tal formulagéo, visou o tratamento de feridas cutaneas infectadas por S. aureus
resistente, sobretudo, pelas propriedades anti- infectivas e aplicagdes biotecnologicas
desta glicoproteina no polimero formado por alginato. Estes filmes, sdo amplamente
explorados por serem considerados candidatos promissores ao tratamento de feridas
cutaneas pela capacidade de atuar como um sistema de liberagao para medicamentos.
Além disso, essa rede polimérica fornece propriedades mecénicas, térmicas e
estabilidade, resisténcia quimica e capacidade de intumescimento que garantem
biodegradabilidade, boa estabilidade, ndo citotoxicidade, biocompatibilidade, nédo
imunogenicidade e eficiéncia econdmica a esse material (MOROZKINA et al., 2022;
SHAIKH et al., 2021).

Os filmes formulados foram submetidos a testes para caracterizacdo fisico-
guimica e de suas propriedades mecanicas. Em relacéo a coloracdo, a adicdo da lectina
SteLL aos filmes de alginato provocou mudanga nos parametros de tonalidade dos
filmes, demonstrando assim, que houve a incorporacdo desse composto a sua
estrutura, alterando os padrdes de cor normal destes polimeros quando comparados
ao grupo controle. Quanto ao pH, os filmes apresentaram-se dentro da faixa adequada
para utilizacdo no tratamento de feridas cutaneas, tendo em vista que produtos de
limpeza e cuidados com a pele devem atingir um nivel de pH de 4,0-5,0 para a
manutencao do pH, fisiologia da epiderme e microflora cutanea (BLAAK, STAIB, 2018;
BOISMAL et al., 2020).

A rugosidade dos filmes é um parametro fundamental a ser avaliado no
desenvolvimento de novas formulacdes, tendo em vista que esta intrinsecamente ligado
ao angulo de contato e a adesdo desse material a superficies (BOYADZHIEVA et al.,
2018; MAKAREMI et al., 2019). Filmes com superficies mais rugosas podem favorecer
a fixacdo de células (KOUSER et al., 2021), logo os filmes de alginato incorporados
com a lectina SteLL seriam mais adequados em aplicacbes biologicas, visto que
apresentaram valor médio de rugosidade maior.

Ademais, demonstramos que os filmes a base de alginato contendo StelL,
possuem como caracteristica principal, sua rapida desintegracdo, de modo que a
dissolucéo destas formulacdes aconteceu de forma completa em aproximadamente 1
minuto. A rapida dispersdo de compostos ativos é uma caracteristica comum aos

filmes orodispersiveis, que sdo definidos como formas farmacéuticas soélidas cuja
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principal funcéo € a veiculacéo e liberacdo de biomoléculas de forma rapida quando
colocados sobre a lingua ou na cavidade oral. (RATHI et al., 2011; HE et al., 2021;
GUPTA et al., 2021).

Dados anteriores mostraram que a rapida desintegracdo dos filmes se deu
sobretudo, pela auséncia do processo de reticulagdo no desenvolvimento dos filmes,
levando a auséncia de ligagdes cruzadas e menor compactacao da matriz polimérica
(PAVLATH, A. E.; GROSSETT, C.; CAMIRAND, 1999). De modo geral, a reticulacédo
com cétions polivalentes como o calcio, séo capazes de aprimorar as propriedades de
resisténcia a umidade e resisténcia mecanica, diminuindo sua solubilidade em agua
(GlIZ et al.,, 2020). Em filmes reticulados, as moléculas permanecem fortemente
ligadas a estrutura tridimensional do polimero dificultando, assim, sua liberacéo para
a solucédo (REZVANIAN et al.,2017).

Neste trabalho foram realizados, além formulacédo dos filmes polissacaridicos
de alginato incorporados com a lectina StelLL e a avaliacdo da atividade cicatrizante
desta lectina, visando o tratamento de feridas cutaneas infectadas, a analise desta
atividade em modelo animal. Sendo assim, a segunda etapa do trabalho consistiu na
analise in vivo do potencial de SteLL na cicatrizacao de feridas e o consequente efeito
na reducao da carga da bacteriana das lesées em um modelo de infeccao induzida
em camundongos por Staphylococcus aureus, um patdégeno oportunista mais
comumente encontrado em feridas cutaneas (SERRA et al., 2015; PASTAR et al.,
2021; IWAKAMOTO et al., 2019).

Os resultados apresentados demonstram que o tratamento tépico com a lectina
SteLL foi capaz de reduzir fortemente a carga bacteriana presente nas feridas
infectadas por S. aureus. Desse modo, a reducado significativa na contagem de
bactérias no leito das lesfes, sdo dados considerados fundamentalmente importantes
sobretudo, por se tratar de uma infeccdo desencadeada por uma linhagem de S.
aureus resistente. Sendo assim, tais resultados reforcam e colaboram com os
resultados anteriormente descritos por Gomes et al (2013) que demonstraram que
SteLL exibiu a capacidade de inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas de interesse clinico, sobretudo de S. aureus. A maior capacidade da
SteLL de inibir S. aureus estaria relacionada ao fato desta lectina se ligar

especificamente a N - acetilglucosamina (LIMA et al., 2019), um carboidrato presente
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na parede celular de bactérias Gram-positivas (DZIARSKI et al. 2000; WUTTIKUL et
al., 2021).

Através de modelos alternativos de infeccao (in vitro e in vivo), Lima et al. (2019)
descreveram que larvas de Galleria mellonella infectadas por S. aureus e tratadas
com StelLL tiveram uma sobrevida maior em comparagao as larvas ndo tratadas,
sendo observado uma diminuicdo da carga bacteriana na hemolinfa. No mesmo
trabalho, foram realizados estudos de infeccdo in vitro utilizando macréfagos
infectados por S. aureus. A atividade antibacteriana da lectina desenvolveu-se por
meio do estimulo da producdo de espécies reativas e a capacidade de StelLL de
estimular a producdo de Oxido nitrico (NO), superdxido mitocondrial e diminuir a
sintese de estafiloxantina na superficie desta bactéria fez com que S. aureus se
tornasse mais sensivel a fagocitose e acdo de espécies reativas. Além disso, StelLL
impediu a divisao celular e induziu a expressao do gene recA, que € essencial para o
reparo do DNA (LIMA et al., 2019; ABBAS; ELSHERBIN; SHALDAM, 2019).

S. aureus é um patégeno conhecidamente associado a casos graves de
infeccdes cutaneas (CHEUNG et al., 2021). Tendo isso em vista, no presente trabalho
foram analisadas as caracteristicas clinicas das lesdes, a fim de relacionar a
comprovada acdo antimicrobiana da lectina SteLL & diminuicdo da severidade de
inflamacédo dos animais tratados com os filmes contendo a lectina e diminui¢cdo mais
acelerada da area da ferida em comparacao ao grupo infectado. Desse modo, n0ssos
resultados mostraram que houve, ao fim do tratamento, efeitos cicatrizantes

significativos nas feridas infectadas com a linhagem de S. aureus MRSA testada.

Além de sua atividade antimicrobiana, outro potencial frequentemente
relacionado a lectina SteLL em estudos anteriores, diz respeito a acao
imunomoduladora deste composto. Tal caracteristica refere-se a modulacdo da
producédo de citocinas e 6xido nitrico e consequentemente esta diretamente envolvida
e com a melhora do quadro clinico das lesdes. Dos Santos et al. (2020) mostraram
que StelLL além de ndo causar efeitos citotoxicos em células humanas saudaveis, é
capaz de estimular a liberacdo de citocinas especificas por esplendcitos de
camundongos sem causar estresse celular induzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatoérias (IL-2, TNF-a, IFN-y e IL-17) reguladas por IL-4 (citocina anti-
inflamatoria), de modo a garantir que nao ocorra uma resposta inflamatoria

exacerbada.
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O efeito de StelLL na resposta imunoldgica também é demonstrado por Lima et
al. (2019). Neste trabalho, avaliou- se a influéncia da lectina no padréao de liberacéo
de citocinas de macréfagos néo infectados e infectados com S. aureus e o tratamento
resultou em um aumento significativo de IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a em comparagao
com células ndo tratadas. Tais citocinas proé inflamatorias sdo essenciais no combate
a determinados microorganismos e consequentemente no reparo tecidual (LIMA et al.,
2019). De modo semelhante, no presente trabalho também foi demonstrado o efeito
de SteLL na modulagdo de citocinas em camundongos infectados com linhagem de
S. aureus resistente. Sendo assim, foi possivel constatar que a terapia com a lectina
influencia no padréo de liberacdo das citocinas pro inflamatérias: MPC-1, IL- 6, TNF-
a e IFN-y e consequentemente auxilia diretamente no processo de cicatrizagao,
através da diminuicdo de uma resposta inflamatéria exacerbada que em tais
condicbes, interrompe o reparo tecidual (BONIAKOWSKI et al., 2017; OISHI,
MANABE, 2018).

Além de SteLL, outras lectinas de plantas sdo descritas na literatura por sua
acao imunomoduladora. A exemplo, Cramol (pCramoll ou Cramoll 1,4), uma lectina
ligadora de glicose/manose e isolada a partir das sementes de Cratylia. Dados
anteriores obtidos atravées de estudos in vivo e in vitro mostraram que Cramoll modula
a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e mitogénicos (como IL-1p, IL2, IL-6, IL-
17, IL-22, IL-23, IFN-y e TNF-a), além de induzir a geracdo de memoria imunoldgica
(DE OLIVEIRA et al., 2013; SUAREZ CARNEIRO et al., 2021; DA SILVA et al., 2015).
AHL, por sua vez, € uma lectina purificada através das folhas de Artocarpus
hypargyreus e que possui comprovada agdo imunomoduladora. Tal atividade foi
avaliada usando linfocitos periféricos humanos e macrofagos peritoneais de rato e
resultou na ativacdo de linfocitos T humanos, induziu a liberacdo de IFN-y, TNF-a e
IL6, estimulou a producéo de oxido nitrico (NO) e citocinas pré-inflamatérias, incluindo
TNF-a e IL-12, em macrofagos peritoneais de ratos (ZENG et al., 2019).
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5. CONCLUSAO

Associadamente, os dados encontrados no presente trabalho, sugerem que o0s
filmes de alginato incorporados com StelLL sdo potenciais alvos na prospeccao de
compostos que atuam na cicatrizacao de feridas infectadas por S. aureus resistente.
No que diz respeito a linhagem utilizada, o tratamento com os filmes provoca a
diminuicdo da severidade das feridas, além da reducdo da carga bacteriana no leito
das lesdes e consequente agilidade no processo de contracdo e reeptelizacao da area
lesada. Além disso, foi demonstrado que o tratamento com os filmes contendo a
lectina agem na modulacao da resposta inflamatdéria através da liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias como IL-6, MCP-1 e TNF-alfa. Ademais, no que se refere a
caracterizacao dos filmes, estes apresentam pH, rugosidade e comportamento hidrico
ideal para sua utilizacdo, mostrando que podem ser utilizados como alternativa

terapéutica para o tratamento de infec¢des de feridas cutaneas.
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