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RESUMO

Os filmes de polissacarideos possuem potencial biotecnoldgico, oferecendo biocompatibilidade e
biodegradabilidade que favorecem a cicatrizacdo de feridas. Tais filmes s&o veiculos eficazes
para a entrega de agentes bioativos, como as colagenases, que sdo comumente utilizadas no
tratamento de feridas e queimaduras por atuarem como agentes de desbridamento enzimatico,
agindo nos eventos celulares, até a cicatrizagdo efetiva da ferida. O uso de filme de
polissacarideo de Cassia grandis com colagenases microbianas imobilizadas é uma abordagem
promissora na biotecnologia e salde, em razdo do amplo potencial terapéutico e da habilidade
em estabelecer um ambiente propicio para 0 processo de cicatrizacdo. Esta pesquisa teve como
objetivo investigar as propriedades fisico-quimicas de filmes de polissacarideos de Cassia
grandis com colagenase imobilizada de Streptomyces parvulus (DPUA/1573). A
Galactomanana foi extraida de sementes de Cassia grandis para producéo de filmes com 0,8%
(p/v) de galactomanana e 0,2% (v/v) de glicerol com ou sem a incorporacdo de colagenases. A
colagenase de Streptomyces parvulus (DPUA/1573) (0,2%) (m/v) e a colagenase comercial
(0,2%) (m/v) foram adicionadas as solu¢des formadoras de filmes, e deixadas em agitacao
magnética (500 rpm) por 5h, em temperatura ambiente (20 + 20C). Os filmes foram submetidos a
analises fisico-quimicas: espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletrdnica de varredura, analise termogravimétrica, cor e opacidade, teor de
umidade, permeabilidade ao vapor de &gua, espessura, angulo de contato e propriedades
mecanicas. Os resultados mostraram espectros de FTIR semelhantes a galactomanana,
indicando grupos funcionais hidroxila (O-H), carbonila (C-O), hidrocarbonetos (C-H), ligacGes
glicosidicas, presenca de carboidratos e amidas, além da confirmacédo da existéncia de proteinas
imobilizadas no filme de polissacarideo. A imobilizacdo da colagenase obtida de Streptomyces
parvulus (DPUA/1573) aumentou a rugosidade da superficie observada na microscopia
eletronica de varredura e indicou uma melhor viabilidade, mediante a analise termogavimeétrica.
Todos os filmes exibiram uma cor amarelada brilhante e com leve opacidade. Testes mecanicos
revelaram diminui¢do da rigidez em filme de polissacarideo com colagenase comercial em
relacdo ao filme de polissacarideo com colagenase obtida do Streptomyces parvulus
(DPUA/1573), e houve aumento da deformabilidade em ambos os filmes. O uso de filmes de
polissacarideos derivados da planta Cassia grandis com a imobilizacdo de colagenase
microbiana, apresentam potencial para aplicacbes farmacoldgicas, em especial para a
cicatrizacao de feridas.

Palavras-chave: Filme de polissacarideo; Colagenase; Streptomyces parvulus; Imobilizagao.



ABSTRACT

Polysaccharide films possess biotechnological potential, offering biocompatibility and
biodegradability that promote wound healing. These films serve as effective vehicles for
delivering bioactive agents such as collagenases, which are commonly used in the treatment of
wounds and burns due to their role as enzymatic debriding agents, facilitating cellular events
crucial for effective wound healing. The use of Cassia grandis polysaccharide films with
immobilized microbial collagenases is a promising approach in biotechnology and healthcare,
given their broad therapeutic potential and ability to create a conducive environment for the
healing process. This research aimed to investigate the physicochemical properties of Cassia
grandis polysaccharide films with immobilized collagenase from Streptomyces parvulus
(DPUA/1573). Galactomannan was extracted from Cassia grandis seeds to produce films
containing 0.8% (w/v) galactomannan and 0.2% (v/v) glycerol, with or without the
incorporation of collagenases. Collagenase from Streptomyces parvulus (DPUA/1573) (0.2%)
(w/v) and commercial collagenase (0.2%) (w/v) were added to the film-forming solutions and
subjected to magnetic stirring (500 rpm) for 5 hours at room temperature (20 £ 2°C). The films
underwent physicochemical analyses, including Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy, thermogravimetric analysis, color and opacity, moisture
content, water vapor permeability, thickness, contact angle, and mechanical properties. The
FTIR spectra showed similarities to galactomannan, indicating the presence of hydroxyl (O-H),
carbonyl (C-O), hydrocarbon (C-H), glycosidic bonds, carbohydrates, and amides, as well as
confirming the presence of immobilized proteins within the polysaccharide film. The
immobilization of collagenase from Streptomyces parvulus (DPUA/1573) increased surface
roughness, as observed through scanning electron microscopy, and indicated improved viability
based on thermogravimetric analysis. All films displayed a bright yellow color with slight
opacity. Mechanical tests revealed a decrease in stiffness in the polysaccharide film with
commercial collagenase compared to the film with collagenase from Streptomyces parvulus
(DPUA/1573), along with an increase in deformability in both films. The use of polysaccharide
films derived from Cassia grandis with immobilized microbial collagenase shows potential for
pharmacological applications, particularly in wound healing.

Keywords: Polysaccharide film; Collagenase; Streptomyces parvulus; Immobilization.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

1 INTRODUCAO

As queimaduras sdo uma das principais causas de morte no mundo, conforme a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) (Arruda, 2017; Guest et al., 2020). Estima-se no Brasil,
que aproximadamente 1 milhdo de pessoas a cada ano sejam acometidas por algum tipo de
queimadura, desses aproximadamente 2.500 irdo a 6bito em decorréncia das lesdes, sendo a
queimadura uma das principais causas externas de mortalidade. Tais lesdes sdo graves e
imp6em um grande desafio aos sistemas de saude devido a complexidade de seu tratamento e
aos altos custos envolvidos (Bezerra et al., 2023).

No Brasil, 0 Sistema Unico de Saude (SUS) enfrenta um onus financeiro consideravel
com o atendimento a pacientes queimados, incluindo gastos com hospitalizagcdo prolongada,
cirurgias reconstrutivas, tratamentos intensivos e reabilitacdo. Além dos custos diretos com
cuidados médicos, ha também despesas indiretas relacionadas a perda de produtividade e
impacto socioecondmico para os pacientes e suas familias (Santos et al., 2023; Daronch et al.,
2023; Aratjo et al., 2023; Oh et al., 2023).

A implementacdo de tratamentos mais eficientes e acessiveis sdo cruciais para reduzir
esses custos e melhorar os resultados clinicos, aliviando assim a pressdo sobre o sistema de
salde publica brasileiro (Nigro et al., 2023; Carvalho et al., 2023; Santos et al., 2017; Bezerra
et al., 2023).

A comunidade internacional estabeleceu os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), incluindo o ODS 15, que visa proteger, restaurar e promover 0 uso sustentavel dos
ecossistemas terrestres e é crescente a busca por alternativas sustentaveis em diversas areas,
incluindo a industria de materiais. Dentre elas, o uso de principios bioativos naturais, que
envolve a extracdo e utilizagdo de compostos provenientes de fontes naturais, como plantas e
microrganismos, para desenvolver produtos com aplicagdes diversas (Gora et al., 2022; Arora,
2023; Valladares, 2023; Ponphaiboon et al., 2023).

A utilizagdo de curativos derivados da biodiversidade biologica, como mel, propolis,
extratos vegetais e polissacarideos de algas e sementes, apresenta uma abordagem promissora
na cicatrizagéo de feridas (Elfawy et al., 2023; EI-Sherbeni & Negm, 2023; Ajayi et al., 2023).

Ao longo do tempo, diversos curativos elaborados a partir de polimeros naturais tém
sido empregados com o intuito de mitigar o impacto ambiental dos residuos e minimizar a

toxicidade para os pacientes. Esses curativos demonstram uma permeabilidade adequada,
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oferecem protecdo antimicrobiana e promovem a aceleracdo da cicatrizagdo, sem provocar
efeitos citotdxicos (Costa et al., 2023; Sheokand et al., 2023; Koshy et al., 2023). Além disso,
certos polimeros desempenham um papel crucial nos processos de remodelacdo tecidual e
reepitelizacdo durante o processo de cicatrizagdo (Costa et al., 2023).

A Cassia grandis é um polissacarideo de origem vegetal popularmente conhecida como
cassia-rosa, € muito utilizada na medicina tradicional e em atividades farmacoldgicas
(Alhawarri et al., 2023). As sementes dessa planta contém um endosperma gomoso que pode
servir como fonte de galactomanana, matéria-prima considerada ecologicamente sustentavel,
de baixo custo e atoxica, sendo reconhecida por sua seguranca. O galactomanano tem a
capacidade de ser apresentado tanto na forma de solucédo quanto de gel, o que o torna versatil
em diversas aplicacfes, facilitando seu consumo em larga escala. Alem de apresentarem a
capacidade de formar filmes de polissacarideos, 0s quais podem encapsular e liberar compostos
bioativos (Albuquerque et al., 2013; Albuquerque et al., 2017).

Os filmes de polissacarideos sdo veiculos promissores na entrega de agentes bioativos,
como as colagenases. As colagenases sdo enzimas capazes de degradar o colageno, que
auxiliam na remodelacdo tecidual e regeneracdo da pele (Oliveira et al., 2017; Ferreira,
Wanderley & Porto, 2022; Slovakova et al., 2022; Herman, Niranjan & Grover, 2020). Ao
imobilizar a colagenase no filme de polissacarideo, as colagenases podem ser liberadas de
forma controlada no local da ferida, o que podera gerar uma degradacdo do colageno excessivo
e facilitar a regeneragdo tecidual. Assim, minimizando o risco de cicatrizes hipertréficas ou
queloideanas (Agustina, Miatmoko & Hariyadi, 2023; Sanjanwala et al., 2022).

Esses filmes séo projetados para serem aplicados diretamente sobre a ferida, onde a
colagenase incorporada facilita a degradacdo de tecido necrosado e promove a formagéo de
novo tecido. A aplicacdo de filmes de polissacarideo com colagenase incorporada para a
cicatrizacdo de feridas representa um avanco significativo na medicina regenerativa, sendo o
objeto de estudo da presente tese.

A tese € constituida de trés capitulos. No capitulo | encontra-se a Revisdo Sistematica
da Literatura sobre filmes de polissacarideos com compostos imobilizados para a cicatrizacao,
o capitulo Il consta de um capitulo de livro sobre o tratamento de feridas, e no capitulo Ill, o
artigo de caracterizacdo do filme de polissacarideo com colagenase obtida de Streptomyces
parvulus (DPUA/1573) imobilizada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fisico-quimicamente o filme de polissacarideo de Cassia grandis com
colagenase imobilizada obtida de Streptomyces parvulus (DPUA/1573) e avaliar o seu potencial

biotecnoldgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Produzir filme de polissacarideo a partir de sementes de Cassia grandis;

= Produzir e purificar colagenase obtida de Streptomyces parvulus (DPUA/1573);

= Imobilizar a colagenase de Streptomyces parvulus (DPUA/1573) e colagenase
comercial em filme de polissacarideo obtido de sementes de Cassia grandis;

= Caracterizar o filme de polissacarideo obtido de sementes de Cassia grandis com
colagenases imobilizadas de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e

mecanicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROBLEMATICA DOS QUEIMADOS NO BRASIL E NO MUNDO

As queimaduras representam um desafio significativo de saude publica no Brasil e no
mundo, com caracteristicas epidemioldgicas variadas. No Brasil, estudos tém demonstrado que
as queimaduras sdo uma das principais causas de morbidade e mortalidade, com uma alta taxa
de mortalidade hospitalar, especialmente em pacientes com mais de 70% da superficie corporal
gueimada (Carvalho et al., 2023; Santos et al., 2017).

O tratamento do paciente queimado envolve um custo elevado em raz&do de longos periodos
de hospitalizacdo, além disso pode culminar com sequelas para os sobreviventes. O impacto
econdmico das queimaduras em todo o mundo é substancial, com perdas de bem-estar
estimadas em 0,09% do PIB em 2019, afetando desproporcionalmente os paises de baixa e
média renda (Gerstl et al., 2021).

O tempo de recuperacédo para pacientes queimados pode ser extenso, variando de semanas
a varios meses, dependendo da gravidade da queimadura. Durante esse periodo, 0s pacientes
geralmente enfrentam mualtiplas cirurgias, enxertos de pele ou desbridamento da ferida,
fisioterapia intensiva e cuidados continuos para prevenir infecgbes e promover a cicatrizacao
adequada (Mego et al., 2022; Sljivic et al., 2022). Tal necessidade, culmina com a ocupacao de
leitos hospitalares e recursos humanos por periodos prolongados, limitando a capacidade do
sistema de salde de atender a outros pacientes (Little & Mason, 2024). Além disso, 0s pacientes
frequentemente enfrentam a perda temporaria ou permanente de habilidades funcionais,
afetando sua capacidade laborativa e cotidiana (Verma et al., 2024; Cukor et al., 2015).

As sequelas das queimaduras sdo outro aspecto critico. Cicatrizes extensas, contraturas e
deformidades fisicas s&o comuns nos pacientes queimados, exigindo intervengdes cirargicas
adicionais e reabilitacdo a longo prazo (Ali & Ali, 2022). O impacto psicolégico é igualmente
significativo, pois alguns pacientes desenvolvem transtornos como ansiedade, depressédo e
transtorno de estresse pos-traumético (Gu, Ran & Li, 2023; Chaudhry et al., 2023). A
estigmatizacdo social e as barreiras para reintegracdo no ambiente de trabalho e na vida social
podem dificultar ainda mais a recupera¢do completa do individuo. Portanto, além dos custos
médicos diretos, ha custos sociais e econdmicos indiretos significativos associados a
recuperacdo e reabilitacdo de pacientes queimados, ressaltando a urgéncia para estratégias
eficazes de prevencdo e tratamento para minimizar as sequelas provenientes das queimaduras
(Potter et al., 2023; Farzan et al., 2023; Turgeon et al., 2023).
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3.2 QUEIMADURAS

A queimadura é caracterizada por uma destrui¢do parcial ou total da barreira epitelial,
causada por agentes térmicos, quimicos, elétricos, radioativos ou ainda por friccdo (Zwierello
et al., 2023; Metsavaht, 2017). As queimaduras térmicas sdo ocasionadas através do contato
com fontes de calor, como fogo, liquidos quentes, superficies quentes ou vapor quente. As
gueimaduras quimicas sdo causadas por substancias corrosivas, como acidos e bases fortes. Ja
as queimaduras elétricas resultam do contato com correntes elétricas, as quais podem causar
danos internos extensos e queimaduras na pele. Ha ainda as queimaduras por radiacdo, mediante
exposicao prolongada a radiagéo solar, ultravioleta ou ionizante, e as queimaduras por friccéo,
ocasionadas pelo atrito intenso contra a pele, comum em acidentes de transito (Figura 1)
(Boissiere et al., 2020; Metsavaht, 2017; Magnani, Sassi e Andrade, 2019; Santos, 2014).

Figura 1 — Principais agentes causadores de queimaduras
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Fonte: autora, 2024.

As principais causas de queimaduras no Brasil sdo térmicas, como fogo e liquidos
quentes, com lesdes por inalacdo presentes em uma parcela significativa dos pacientes. Tal
lesdo pode causar dano significativo a pele e aos tecidos subjacentes (Figura 2) (Carvalho et
al., 2023). As queimaduras sao classificadas com base na profundidade e na extensdo do dano.
Tradicionalmente, as queimaduras sdo categorizadas em queimaduras de primeiro grau,

segundo grau e terceiro (Madea & Doberentz, 2022).
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Figura 2 — Alteracdes na pele desencadeadas por queimaduras. Observa-se na figura

ilustrativa a pele integra (a), queimadura de primeiro grau (b), queimadura de segundo grau

(c), e queimadura de terceiro grau (d)

(b) (©) (d)
Fonte: autora, 2024.

Queimaduras de primeiro grau afetam a camada externa da pele (epiderme), exibindo
vermelhiddo, edema e dor leve (Figura 2b). As queimaduras de segundo grau sao ainda
categorizadas em queimaduras superficiais e profundas de espessura parcial, envolvendo a
epiderme e parte da derme, levando a formacéo de bolhas e dor intensa, ou afetando quase toda
a derme com dor menos pronunciada devido a destruicdo do nervo (Figura 2c). Queimaduras
de terceiro grau, conhecidas como queimaduras de espessura total, se estendem por todas as
camadas da pele e podem danificar tecidos mais profundos, como musculos e 0ssos, resultando
na reducdo da sensacao de dor devido a extensos danos nos nervos (Figura 2d) (Abazari et al.,
2022; Volety et al., 2022; Magnani, Sassi e Andrade, 2019).

As lesdes subsequentes ao processo da queimadura sdo responsaveis por diversos
ferimentos, afastamentos das atividades laborais e funcionais, podendo acarretar no 6bito ou
inferindo diretamente na autoestima e sociabiliza¢do do individuo queimado (Metsavaht, 2017;

Farzan et al., 2023). Compreender essas classificac@es € crucial para o diagndstico, manejo e
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selecdo de tratamento adequados, pois diferentes graus de queimaduras requerem niveis
variados de intervencdo médica e cuidados para promover a cicatrizacdo eficaz e reduzir as
complicacdes (Abazari et al., 2022).

As queimaduras representam um desafio significativo. A perda da barreira protetora da
pele aumenta o risco de infeccdo, enquanto a presenca de tecido necrotico pode impedir o
processo de cicatrizacdo (Chogan et al., 2023). As infeccOes bacterianas sdo comuns em
queimaduras, complicando ainda mais o tratamento. Além disso, o desenvolvimento de
cicatrizes como queloides e cicatrizes hipertroficas, juntamente com contraturas, sdo
complicac@es frequentes que podem afetar tanto a funcdo quanto a estética da pele cicatrizada.
Tais desafios destacam a importdncia de estratégias adequadas de tratamento de feridas,
incluindo desbridamento oportuno, controle de infecgdes e o uso de substitutos da pele ou
curativos para facilitar a cicatrizacdo eficaz de feridas e minimizar o risco de

complicacBes (Neagu et al., 2022; Chogan et al., 2023).

3.3 PROCESSO CICATRICIAL

A cicatrizacdo é um processo bioldgico dinamico e envolve a formacao de um novo tecido
para reparar o dano sofrido, que inicia imediatamente apds a lesdo. E de acordo com a evolugéo
das fases de cicatrizacdo, tais etapas serdo determinantes para o tipo de cicatriz, sendo a de
estética favoravel e funcionalidade as almejadas (Prabhu, 2023; Gomes, Bomfim & Lopes
Filho, 2020).

Tal processo pode ser dividido em quatro fases interdependentes e sobrepostas:
homeostasia, fase inflamatdria, fase ploliferativa e fase de remodelacéo. Cada fase envolve uma
série de eventos celulares e moleculares que colaboram para a reparagdo eficaz do tecido
(Balbino, Pereira e Curi, 2005; Ferreira e D’assumpg¢ao, 2006; Potter, Veitch & Johnston,
2019).

A fase de hemostasia € a primeira resposta a lesdo e ocorre nos primeiros minutos apos o
dano tecidual. Este estagio é crucial para a contencdo da hemorragia e é caracterizado pela
vasoconstricao imediata dos vasos sanguineos lesionados, agregacao plaquetaria e formacéo de
coagulos para evitar sangramento excessivo. As plaquetas aderem ao local lesado, liberando
fatores que desencadeiam a cascata de coagulagéo, levando a formacao de uma malha de fibrina
que estabiliza o codgulo. Esse coagulo, composto principalmente de fibrina, atua como um
suporte temporario para 0s processos de cicatrizacdo subsequentes (Guo & Dipietro, 2010;
Ramanan, Rajan & Rajan. 2022; Wallace, Basehore & Zito, 2023).
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A fase inflamatodia inicia apds a hemostasia e pode durar de alguns dias a uma semana,
dependendo da extensdo da lesdo. Durante esta fase, ocorre a vasodilatacdo dos vasos
sanguineos, permitindo a migragdo de leucacitos, principalmente neutréfilos e macréfagos, para
0 local da lesdo. Os neutrofilos sdo os primeiros a chegar e tém a fungdo de limpar o local,
fagocitando detritos celulares e microrganismos. Subsequentemente, os macrofagos substituem
os neutrofilos e desempenham um papel crucial na modulacao da inflamacéo e na liberacéo de
citocinas e fatores de crescimento que promovem a transicdo para a fase proliferativa
(Boniakowski et al., 2017; Hsu & Mustoe, 2010; Wallace, Basehore & Zito, 2023; Landén, Li
& Stahle, 2016).

A fase de proliferacdo, que pode durar de alguns dias a varias semanas, € marcada pela
formacdo de novo tecido. Esta fase pode ser subdividida em quatro processos principais:
angiogénese, é o processo de formagdo de novos vasos sanguineos a partir dos existentes, este
processo € essencial para fornecer nutrientes e oxigénio ao tecido em regeneracdo; fibroplasia,
etapa onde os fibroblastos proliferam e sintetizam colageno, fornecendo suporte estrutural ao
novo tecido; epitelizacdo, etapa na qual as células epiteliais migram a partir das bordas da
ferida para cobrir o tecido recém-formado, restabelecendo a barreira cutinea; e contragdo da
ferida, etapa em que os miofibroblastos desempenham um papel importante na reducdo do
tamanho da ferida, puxando as bordas da ferida para o centro (Landén, Li & Stahle, 2016;
Wallace, Basehore & Zito, 2023; Bartolo et al., 2022).

Jé a fase de remodelacdo ou maturacdo consite na Ultima etapa da cicatrizacao e pode durar
de meses a anos. Durante esta fase, ocorre a reorganizacdo do colageno e outros componentes
da matriz extracelular (Wallace, Basehore & Zito, 2023). O colageno tipo Ill, inicialmente
depositado, é gradualmente substituido por colageno tipo I, mais forte e organizado,
aumentando a resisténcia a tracdo do tecido cicatrizado. Os miofibroblastos também diminuem
em numero, resultando na reducdo da contracdo da ferida e no refinamento da cicatriz (Su et
al., 2023).

A reorganizagdo da nova matriz € um processo crucial na cicatrizagdo. Os fibroblastos e
leucdcitos secretam colagenases que promovem a degradacdo da matriz extracelular e a
cicatrizacdo é bem-sucedida quando ha um equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da
matriz antiga, garantindo a remodelacdo adequada do tecido (Medeiros & Filho, 2016; Patrick
& Chen-Charpentier, 2023; Wallace, Basehore & Zito, 2023) (Figura 3).



Figura 3 — Imagem ilustrativa das fases do processo cicatricial: hemostasia (a), fase
inflamatdria (b), fase proliferativa (c) e fase de remodelacéo (d)
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Fonte: autora, 2024.

O processo cicatricial € um fenbmeno complexo e envolve diversos tipos celulares e
mediadores bioguimicos. Cada fase desempenha um papel essencial na restauracdo da
integridade tecidual e na promocdo de uma cicatrizagao eficiente (Quraishi, Bhuvaneshwari &
Roopa. 2023). Para que uma ferida cicatrize com sucesso, todas as quatro fases devem ocorrer
na sequéncia e no periodo adequados. Muitos fatores podem interferir em uma ou mais fases
desse processo, causando assim uma cicatrizagdo inadequada ou prejudicada da ferida (Yang et
al., 2021).

A compreensdo deste processo € fundamental para o desenvolvimento de terapias
inovadoras que possam melhorar os resultados clinicos em pacientes com les@es teciduais,
incluindo queimaduras e outras feridas complexas. Diante desses desafios, o uso de filmes
derivados da biodiversidade brasileira para fins terapéuticos emergiu como uma alternativa
promissora. Materiais como quitosana, galactomanana e extratos de plantas como Aloe vera
possuem propriedades cicatrizantes reconhecidas, acelerando o processo de regeneracédo
cutanea. Além de suas capacidades regenerativas, esses filmes apresentam atividade

antimicrobiana, reduzindo o risco de infecc¢Bes nas feridas, e sdo biocompativeis, minimizando
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reacOes adversas no organismo (Elfawy et al., 2023; Grosu et al., 2023; Phimnuan et al., 2023;
Gayathri et al., 2023; Muniz & De Menezes, 2022). Tais filmes propiciam uma abordagem
promissora para o tratamento de feridas, visando uma cicatrizacdo mais réapida, a reducdo dos

riscos de infeccéo.

3.4 POLISSACARIDEO DO TIPO GALACTOMANANA

O polissacarideo é um polimero macromolecular natural, composto de monossacarideos
mediante cadeias lineares ou ramificadas, extraidos de plantas, fungos, animais ou mediante
fermentacdo (Cunha et al., 2009). Em razdo da seguranga e ndo toxicidade, alguns dos
polissacarideos sdo amplamente utilizados na aplicacdo farmacoldgica. Os quais apresentam
acOes antioxidantes, antitumorais, hepatoprotetoras, hipoglicémicas, hipocolesterolémicas,
anti-hipertensivas e anti-inflamatorias (Cunha et al., 2009; Albuquerque, 2017).

Polissacarideo do tipo galactomanana pode ser encontrado em fungos, bactérias, algas,
e especialmente em sementes de plantas. So formados por cadeia linear, constituido por um
esqueleto de unidades repetidas de f-D-manose, ligadas entre si por ligagdes do tipo 1—4 ¢
unidades de a-D-galactose ligadas a cadeia principal por ligagdes do tipo 1—6 (Albuquerque,
2016).

A principal fonte é encontrada no endoesperma de sementes de dicotiledéneas, em
especial nos membros da familia Leguminoseae. As galactomananas extraidas das leguminosas
apresentam caracteristicas especificas, tais como alta molaridade, solubilidade em agua,
auséncia de toxicidade, além de capacidade de modelar membranas. As quais apresentam a
funcéo de reserva de energia e hidratagdo (Cerqueira et al., 2011; Albuquerque, 2013; Andrade,
2018). As galactomananas destacam-se por sua economia, sustentabilidade e adaptabilidade a
modifica¢bes quimicas e bioquimicas. Possuem a capacidade de espessamento, estabilizacdo e
gelificacdo, o que agrega grande valor em variadas aplicagdes. Apresentando como uma das
principais vantagens, seu uso como matriz para a incorporagéo de bioativos (Silva Neto et al.,
2023; Lavudi & Suthari, 2020).

A Cassia grandis é uma planta de pequeno a médio porte pertencente a familia
Caesalpinioideae (Fuentes et al., 2020). Ha aproximadamente mais de 500 espécies no mundo,
e é encontrada em diversas regides tropicais e subtropicais, sendo essa espécie também
encontrada na zona da mata do Estado de Pernambuco, Brasil. Emerge como uma fonte
potencialmente rica em principios bioativos naturais, e é utilizada na medicina popular e em

atividades farmacoldgicas (Albuquerque, 2013; Albuquerque, 2016).
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A arvore pode atingir cerca de 12m de altura, apresenta flores amarelo-rosadas (Figura
4a) e frutos em vagem (Figura 4b) (Silva et al., 2012). O fruto maduro da Cassia grandis é
rigido e suas sementes apresentam forma eliptica, com faces achatadas, sdo duras, com

coloracgdo acastanhada-marrom (Figura 4c) (Barreiro, 2021).

Figura 4 — Floracdo (a), vagem (b) e semente (c) da arvore de Cassia grandis (c)

Fonte: Google imagens, 2024.

As sementes possuem um endosperma gomoso, com possibilidade de serem fonte de
galactomanana. Tal matéria prima é considerada ecol6gica, barata e ndo toxica, sendo
reconhecida como segura. Além da habilidade de apresentar-se tanto como solucdo quanto
como gel, permite diversas aplicacbes e favorece para 0 consumo em grande escala
(Albuquerque, 2013; Albuquerque; 2017).

A Cassia grandis é uma espécie de planta que possui diversos usos e propriedades, e
vem sendo estudada por seus potenciais beneficios a satde (Alhawarri et al., 2023). A literatura
aponta que a Cassia grandis apresenta efeito prebi6tico do pé da polpa (Marcia et al., 2023),
atua como alimento funcional e nutracéutico devido aos seus compostos bioativos, como
compostos fendlicos, carotendides e minerais (Marcia-Fuentes et al., 2021), auxilia no
tratamento de anemia, Ulceras de pele e diabetes. Além disso, a planta contém uma alta
concentragao de proteinas, especialmente nas sementes (Paz et al., 2022).

O uso de filme de polisscarideo de Cassia grandis associando a incorporagdo de outros
compostos bioativos é uma abordagem promissora no campo da biotecnologia e salude. Tais
compostos podem incluir extratos de plantas, extratos de algas, antioxidantes ou agentes
antimicrobianos (Albuquerque et al., 2017; Seixas, 2017). A aplicacdo da galactomanana para
incorporar bioativos é recorrente na inddstria farmacéutica e pode formar sistemas de liberagado
controlada que melhoram a estabilidade, a eficacia e a biodisponibilidade desses bioativos
(Lavudi et al., 2023; Dangi et al., 2022).
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3.5 FILME DE POLISSACARIDEO

Os filmes de polissacarideos representam uma classe diversificada de materiais
biopoliméricos derivados de fontes naturais como algas, plantas, microrganismos e animais.
Esses filmes possuem uma variedade de propriedades e caracteristicas Unicas, que podem ser
ajustadas de acordo com a fonte do polissacarideo e os métodos de processamento utilizados.
Dentre os tipos mais comuns de filmes de polissacarideos estdo: celulose (Voss et al., 2018;
Maia et al., 2019; Claro et al., 2020; Silva et al., 2021; Yuan et al., 2021); quitosana (Jaiswal
et al., 2019; Shao et al., 2019; Salomatina et al., 2020; Alborzi et al., 2021); alginato de sédio
(Amado, 2022; Gongalves, 2021); pululano (Li et al., 2018; Dhal et al., 2020); sacrano
(Wathoni et al., 2019); e galactomanana (Gomes et al., 2018; Albuquerque et al., 2017)

Cada tipo de filme possui caracteristicas Unicas que podem ser exploradas para atender
as necessidades especificas de diferentes aplicacbes, sendo explorado nas industrias:
alimenticia, como revestimentos e embalagens biodegradaveis; farmacéutica e biomédica, para
liberacdo de farmacos, capsulas, revestimentos de medicacdo, e curativos de feridas; higiene
pessoal, em cremes, logbes, mascaras faciais; e téxtil, atuando na resisténcia e absorcdo de
tecidos (Gupta, Biswas & Roy, 2022; Miranda & Fernandes, 2022; Riccio et al., 2022).

As estruturas poliméricas para liberagdo medicamentosa sdo amplamente estudadas para
melhorar a eficacia e seguranca na entrega medicamentosa, especialmente na cicatrizacdo de
feridas. Essas estruturas podem ser projetadas para a liberacdo medicamentosa de forma
controlada no local especifico da ferida, reducdo da frequéncia de administracdo
medicamentosa, minimizacdo de cicatrizes, o que favorece a cicatrizacdo (Fahimirad &
Ajalloueian, 2019).

O desenvolvimento de filmes de polissacarideo pode favorecer o aceleramento de
processo cicatricial e apresenta um vasto potencial biotecnolégico, pois ofertam
biocompatibilidade e biodegradabilidade (Li et al., 2018; Shanmugapriya et al., 2018; Wathoni
et al., 2019; Das et al., 2023; Mehmood et al., 2023). Evidéncias indicam ainda que os filmes
constituidos por polissacarideos apresentam caracteristicas antioxidantes, e aprimoram a
migracdo de células essenciais, como fibroblastos e queratindcitos (Hmood et al., 2022;
Woonnoi et al., 2023; Wang et al., 2023; Szymanski et al., 2023). Tais filmes revelam-se como
grande promessa como curativos para feridas, em razdo do amplo potencial terapéutico e sua
habilidade de estabelecer um ambiente propicio para o processo de cicatrizacdo (Szymanski et
al., 2023; Li et al., 2023).
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Os filmes poliméricos apresentam vantagens como a capacidade de absorver fluidos da
ferida, ndo necessitando de trocas frequentes, proporcionando um microambiente umido e
protegendo a ferida (De Barros et al., 2022; Ali et al., 2020). Filmes de polissacarideos tém
demonstrado alto potencial como curativos de feridas, e é descrito na literatura que eles podem
acelerar o processo de cicatrizacdo. A versatilidade das formas polissacaridicas, em liquido ou
gel, € uma vantagem significativa, devido as suas diferentes propriedades mecanicas, fisicas e
bioldgicas. Além de suas propriedades ndo irritantes e ndo tdxicas (Albuquerque et al., 2016;
Albuquerque et al., 2017).

Os polissacarideos, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade
de formar matrizes tridimensionais, sdo materiais ideais para a imobilizacdo de enzimas. A
imobilizacdo de enzimas em filmes de polissacarideos representa uma estratégia inovadora para
a aplicacédo de biocatalisadores em diversos campos, incluindo a biotecnologia, a farmacologia

e a engenharia biomédica (Arif, 2024).

3.6 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS EM FILMES DE POLISSACARIDEOS PARA O
PROCESSO DE CICATRIZACAO

O termo imobilizacdo é empregado para descrever a fixacdo da enzima a um suporte
inerte ou matriz que permite maior resisténcia as mudangas nas condicfes fisicas. A
imobilizacdo enzimatica é uma alternativa para a instabilidade térmica e perda de atividade
catalitica (Mesquita et al., 2018; Jesionowski, Zdarta & Krajewska, 2014; Hackenhaar, 2021).
Trata-se da combinacdo de caracteristicas, estabilidade e cinética da enzima com as
propriedades do suporte de escolha, cujo objetivo é o de otimizar a estabilidade fisica e
enzimatica do biocatalizador (Mesquita et al., 2018; Basso & Serban, 2019; Fernandes, 2020).
Diversos suportes podem serem utilizados para a imobilizagdo enzimatica, tais como
filmes, membranas, capsulas, estruturas porosas, entre outros. Ha diversos materiais que podem
ser considerados para a imobilizacdo de enzimas, a eleicdo do suporte dependera das
caracteristicas da enzima e das condi¢6es da biomolécula imobilizada (Maghaby et al., 2023;
Bhardwaj, Agrawal & Verma, 2023).
Os suportes sdo classificados conforme sua origem em inorganicos ou organicos, quanto
a morfologia em porosos, ndo porosos e de estrutura em gel (Jesionowski, Zdarta & Krajewska,
2014). O suporte ideal deve ter alta eficiéncia catalitica, estabilidade operacional,

insolubilidade, ndo toxicidade, assim como resisténcia (Jun et al., 2019).
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A maneira que se dara a imobilizacdo ocorre em consequéncia das ligaces fisicas e
quimicas entre a biomolécula e o suporte. A imobilizacdo da biomolécula pode ser permanente
ou transitoria (Albuquerque, 2017; Jun et al., 2019). O uso de uma matriz polimérica na
imobilizacdo de biomoléculas, pode auxiliar na estabilidade enzimatica, aumentar o efeito, e
reduzir os custos da producdo tendo em vista que a matriz pode ser reaproveitada (Mendes et
al., 2011; Vitolo et al., 2015).

Diferentes métodos foram elaborados para a imobiliza¢do enzimatica, e em cada um dos
métodos ha vantagens e desvantagens (Souza et al., 2017). Na adsor¢do, ndo ha modificacédo
quimica, a enzima é fisicamente adsorvida ou ligada a superficie; encapsulamento, envolve
membranas seletivamente permeaveis, ¢ um método simples e de baixo custo que pode
aumentar a atividade enzimatica pois ha grande superficie de contato entre a enzima e o
substrato; aprisionamento, método irreversivel, as enzimas estdo fisicamente presas dentro de
um suporte de matriz; ligagdo covalente, envolve a formagdo de ligages covalentes entre o
suporte e os grupos funcionais das enzimas; e ligacdo cruzada, método de imobilizacdo
irreversivel e ndo ha matriz de suporte, envolve a formacdo de ligacGes cruzadas
intermoleculares entre as moléculas enzimaticas (Figura 5) (Jun et al., 2019; Bhardwaj,
Agrawal & Verma, 2023; Intisar et al., 2023).

Figura 5 — Métodos de imobilizacdo enzimatica
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Fonte: autora, 2024.
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As matrizes poliméricas despertam interesse devido a sua biocompatibilidade,
capacidade de fornecer suporte estrutural e capacidade de estimular a cicatrizagdo de feridas
(Tan et al., 2021; Rafeeq et al., 2022; Rodriguez-Abetxuko et al., 2020).

A imobilizacdo de compostos bioativos em filmes de polissacarideos propicia o
desenvolvimento de materiais biomédicos, como curativos para feridas. Tal incorporagédo
confere protecdo e preservacdo da atividade bioldgica, além de direcionamento de enzimas e
compostos no local da ferida, maximizando a eficacia terapéutica (Arif, 2024). A incorporacao
em filmes tende a minimizar os riscos e reacdes adversas, pela integracdo com os tecidos
bioldgicos e por serem biocompativeis e biodegradaveis (Li et al., 2022; Pal et al., 2023,;
Sabando et al., 2020). A Tabela 1 aponta algumas enzimas que foram imobilizadas em filmes
de polissacarideos com o objetivo de cicatriza¢ao de feridas.

Tabela 1 — Enzimas imobilizadas em filmes de polissacarideos com o objetivo de

cicatrizacao de feridas

Enzimaimobilizada visando a Filme de polissacarideo Tipos de Referéncia
cicatrizacdo de feridas imobilizacao

Alginato liase Membrana de celulose  Adsorcéo fisica  Charesa et al., 2023
bacteriana

Amilase, celobiohidrolase, pectinase, Quitosana Fisicae quimica  Lahirietal., 2022

subtilisina A, [-N-acetil-

glucosaminidase

Proteases, lipases e amilases Ndo foi mencionado NRE Fallon et al., 2013
explicitamente

Protease alcalina Xantana NRE Davidenko, 1999

Protosubtilina  G10Kh, tripsina e Hidrato de celulose Covalente Kovalenko, 1998

fibrinolisina

Proteolitica Casca da semente de NRE Westerhof &
Plantago ovata Vershoor, 1993

NRE — Nao relatado explicitamente

Fonte: autora, 2024.

Dentre as enzimas, a presenca da colagenase no filme polissacaridico permite uma
degradacdo eficiente do colageno excessivo presente no tecido cicatricial, facilitando a
regeneracdo e remodelacédo adequadas da ferida (Slovakova et al., 2022).

A colagenase pode ser imobilizada em filmes, géis e hidrogeis para diversas aplicacdes.
A imobilizacdo de colagenase em filmes de polissacarideo oferece uma abordagem promissora
para o desenvolvimento de curativos avancados para feridas. Esses filmes podem ser aplicados

diretamente sobre a ferida, proporcionando uma liberacdo controlada da enzima no local da
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lesdo. Essa estratégia também permite uma maior retencdo da enzima no local, maximizando
sua eficacia terapéutica e minimizando a necessidade de reaplicagdes frequentes (Shao et al.,
2023; Antunes et al., 2022; Slovakova et al., 2022).

3.7 COLAGENASES

As proteases colagenoliticas sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas,
apresentando relevancia nas aplicacdes biotecnologicas. Essas proteases apresentam potencial
biotecnoldgico em virtude das possibilidades de aplicacdes, tal como a hidrolise de diversos
tipos de colageno (Watanabe, 2004; Sorapukdee et al., 2020).

Essas enzimas sdo utilizadas em variadas condicOes de pH e temperatura, assim,
potencialmente ajustadas para estabilidade e especificidade (Adrio & Demain, 2014; Lima et
al., 2014; Pereira et al., 2020). Sendo utilizadas na degradacéo de tecido necrotico, composicao
de farmacos com acéo cicatrizante e tratamento de lesfes (Lima et al., 2014).

Tais proteases colagenoliticas podem ser obtidas de origem animal, vegetal e
microbiana (Fernandes, 2020; Cardoso, 2020). Sendo as de fontes microbianas as mais
utilizadas pela facilidade de manuseio, reprodutibilidade e diversidade (Silveira, 2015).
Possibilitando um menor tempo de geracdo da enzima, as quais podem ser cultivadas em larga
escala por meio de métodos de fermentacdo, resultando em viabilidade para aplicacGes
biotecnologicas (Abo-Elmagd; Housseiny, 2012; Fernandes, 2020).

Por possuir uma estrutura rigida, um nUmero limitado de proteases possuem a
capacidade de clivar a molécula de colageno. Tais proteases sdo conhecidas como colagenases,
pois clivam a tripla hélice de colageno. Em condicBes fisioldgicas, as colagenases
desempenham um papel fundamental em diversos processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos
(Watanabe 2004; Tohar et al., 2021). As proteases colagenoliticas podem ser confundidas com
a colagenase pois sdo capazes de clivar regioes ndo helicoidais da molécula de colageno, ou
seja substratos que ndo sdo especificos para as colagenases. Tornando se dificil diferenciar as
colagenases de proteases colagenoliticas, em razéo da estrutura diversa do colageno (Watanabe
2004; Bhagwat & Dandge, 2018) (Figura 6). A depender da sua origem, 0 mecanismo de acdo

da colagenase pode variar, podem clivar um sitio ou mais sitios (Silveira, 2015).
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Figura 6 — Degradacao do colageno por acdo da colagenase e protease colagenolitica
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Fonte: adaptado de Oliveira et al., 2017

As colagenases podem ser classificadas em metalocolagenases ou serinocolagenases. A
metalocolagenase ou colagenase verdadeira, € descrita assim em razdo da degradacdo da parte
helicoidal do colageno. S&o endopeptidase e promovem a degradacao da matriz extracelular. Ja
as serinocolagenases ou falsa colagenase, degradam a parte ndo helicoidal do colageno.
(Sakurai et al., 2009; Daboor et al., 2010; Oliveira, 2015; Oliveira et al., 2017).

As colagenases podem ser utilizadas em diversas aplicacBes biotecnoldgicas, na
abordagem de condigdes e doencas relacionadas ao coladgeno (Shekhter et al., 2019). Além de
apresentar um potencial preventivo no tratamento de cancer, atua no tratamento de feridas e
queimaduras (Badalamente et al., 2018; Patry et al., 2017; Alipour et al., 2016). A colagenase
pode atuar como agente de desbridamento enzimatico, agindo nos eventos celulares, tais como
a angiogénese e vasodilatacdo, até a cicatrizacdo efetiva da ferida (Kandhwal, 2022).
Resultando em um menor tempo de processo cicatricial e afetando positivamente no aspecto na

cicatriz (De Francesco et al., 2022; Herman et al., 2020).

3.8 MICRORGANISMO PRODUTOR DE COLAGENASE

Dentre os microrganismos produtores de colagenase, Clostridium sp. foi o primeiro
microrganismo reconhecido para a producao de colagenases. Mas, por apresentar uma natureza
patogénica, limita a aplicagdo das enzimas. Pois sugere risco e uma necessidade maior de
processos de purificacdo (Sakurai et al., 2009; Wanderley, 2017; Bhagwat & Dandge, 2018).

As actinobactérias sdo produtoras de enzimas extracelulares, sendo elas: protease,
celulase, amilase, quitinase, lipase, xilanase e pectinases (Hazarika & Thakur, 2020). Dentre as
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actinobacteérias, o género Streptomyces também sdo produtores de colagenases e destacam-se
como fonte de produtos naturais (Barros, 2011; Costa et al., 2023).

As actinobactérias sdo aceitas no grupo das bactérias e assim como tal, ndo apresentam
parede celular distinta (Hazarika & Thakur, 2020). Tem potencial biotecnoldgico por
apresentarem: variedade de fontes; e metabolitos bioativos, tais como antibioticos,
anticancerigenos, antifingicos, antivirais, anti-hipertensivos, imunossupressores e
antiparasitarios. Sendo assim, uma das principais alternativas para a industria farmacéutica.
Dois tercos dos antibioticos atualmente, sdo provenientes das actinobactérias (Van Bergeijk et
al., 2020; Gohain et al., 2020; Procopio et al., 2012; Quinn et al., 2020). As espécies de
Streptomyces apresentam grande potencial biotecnoldgico, pela producdo de enzimas de
aplicacdo farmacéutica, industrial e de pigmentos (Ferreira et al., 2016; Barreiro, 2021; Ruiz &
Espinel, 2022).

Streptomyces sdo organismos micelais que se reproduzem por esporulagdo (Van
Bergeijk et al., 2020; Jose, Maharshi & Jha, 2021; Bush et al., 2022). O esporo do Streptomyces
inicia a germinacado por extrusdo de tubos germinativos. Tais tubos alongam-se e crescem em
redes de hifas, crescimento aéreo, as quais sdo denominadas de micélio vegetativo (Angert,
2005; Kotun, 2013; Li et al., 2018).

Streptomyces desempenham um papel significatico na producdo de colagenase.
Colagenase produzida por Streptomyces apresentam varias aplicacfes em industrias de couro,
alimentos, produtos farmacéuticos e biomédicos. Sendo uma fonte mais barata de enzimas
colagenases, pois sua producao pode ocorrer por residuos marinhos, residuos de quitina, farelo
de soja, amido e penas de aves. Sdo microrganismos valiosos para producdo de colagenases
com diversas caracteristicas (Shaik et al., 2017; Costa et al., 2024; Cuebas-Irizarry & Grunden,
2024).

Descobriu-se que essas bactérias produzem enzimas colagenases com caracteristicas
diferentes, como estabilidade em altas temperaturas e uma faixa de pH de 6 — 9 (Abdel-Fattah,
2013; Batista et al., 2017; Sakurai et al.,2009; Barros et al., 2011; Costa et al., 2024; Endo et
al., 1987; Dhanaseeli & Balasubramanian, 2014; Jain & Jain et al., 2010; Hamed et al., 2018).
A Tabela 2 mostra varias espécies de Streptomyces identificadas como produtoras de

colagenases.
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Tabela 2 — Espécie de Streptomyces produtoras de colagenases

Espécies produtoras de Otimo pH Otima Atividade Referéncias
colagenases temperatura enzimatica
Streptomyces antibioticus 7 60 °C 377,5 U/ml Costa et al., 2024
UFPEDA 3421
Streptomyces coelicolor 7-72 30°C NRE Li, 2021
CGMCC 4.7172
Streptomyces sp 7 30°C NRE Dhanaseeli &
Balasubramanian,
2014
Streptomyces spp 8 37-50°C 21,13 U/ml Barros, 2011
Streptomyces exfoliatus 7 30°C 19.91+ U/ml  Jain & Jain, 2010
CFS 1068
Streptomyces parvulus 9 37°C 938 U/mg Sakurai et al., 2009
Streptomyces sp.cepa 3B 75 37°C 3350 U/mg? e  Petrova, Derekova
3600 U/mgP & Vlahov, 2006
Streptomyces sp 1349 6-7 e 37e60°C NRE Ivanko, Varbanets
9-10 & Valahurova et
al., 2002
Streptomyces cremeus 3 e 75 40°C 220 £ 0.8 U/ml® Kabadjovaetal.,
Streptomyces candidus 91 216 £0.4 U/mlY 1996
Streptomyces sp. C-51 8-9 35-40°C NRE Endo et al, 1987
Streptomyces sp. A8 7,2 28°C 2083 U/mg Chakraborty &

Chandra, 1986

NRE — Nao relatado explicitamente
@Colagenase |
b Colagenase I

¢ Streptomyces cremeus
d Streptomyces candidus 91

Fonte: autora, 2024.

A literatura aponta outras espécies de Streptomyces produtores de colagenases:
Streptomyces sp 1382 (lvanko, Varbanets & Valahurova et al., 2002); Streptomyces sp 594 (De
Azeredo, 2003); e Streptomyces griseus (Rassulin & Shibnev, 1970); Streptomyces platensis
(Shi et al., 2016), Streptomyces griseus trypsin (Koo et al., 1998), Streptomyces lividans (Koo
et al., 1998; Hamed et al., 2018) entretanto, ainda é objeto de estudo as condicGes para
fermentacao, temperatura, pH 6timos e atividade enzimatica.

Streptomyces parvulus DPUA 1573 (Figura 7) é uma cepa bacteriana pertencente ao
género Streptomyces, amplamente conhecido por sua capacidade de produzir uma variedade de
compostos bioativos com aplica¢des industriais e farmacéuticas (De Lima Junior et al. 2023).
Essa cepa especifica, isolada e caracterizada por suas propriedades Unicas, tem despertado
interesse cientifico devido ao seu potencial na producdo de antibioticos, enzimas e outros

metabolitos secundarios (Batista et al., 2017; EI-Naggar, 2021).
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Figura 7 — Micrografia de uma placa contendo o Streptomyces parvulus (DPUA 1573)
visualizado em microscopio optico

Fonte: autora, 2024.

O Streptomyces parvulus DPUA 1573 se destaca pela producao de enzimas, incluindo
a colagenase. A colagenase produzida por Streptomyces parvulus DPUA 1573 possui potencial
no tratamento de feridas devido a sua capacidade de desbridamento enzimético, removendo
tecido necrosado e facilitando a cicatrizacdo. Além disso, o uso de colagenase pode reduzir a
necessidade de desbridamento cirdrgico, um processo mais doloroso e invasivo. A cepa DPUA
1573 demonstra uma notavel resiliéncia e capacidade de adaptacdo, o que a torna um candidato
ideal para exploracdo biotecnoldgica (Batista et al., 2017; Costa et al., 2024).

Ha possibilidade de combinar a colagenase com outros agentes terapéuticos, como
antibidticos, antioxidantes ou fatores de crescimento, para potencializar os efeitos terapéuticos
e promover uma cicatrizacdo mais rapida e eficaz. Essa abordagem integrada pode ser
especialmente benéfica no tratamento de feridas cronicas ou de dificil cicatrizagdo, onde

maultiplos fatores podem estar contribuindo para o retardo no processo de cicatrizacao.
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RESUMO

eridas sdo lestes na pele causadas por diversos fatores, tornando-a

vulnerdvel a infecghes por microrganismos patogénicos. Essas
infecghes podem levar a complicagbes e retardar o processo de cica-
trizacdo. O controle microbiano € fundamental para mitigar os riscos
de infecgdo, e estratégias como esterilizacdo, desinfecgdo e o uso de
agentes antimicrobianos sdo aplicadas. Este capitulo aborda em uma
revisdo narrativa, os principais desafios na cicatrizacdo de feridas, e as
téenicas que vém sendo utilizadas e melhoradas para enfrenté-lo. O
colageno desempenha um papel fundamental no processo de cicatriza-
¢do, e a colagenase é uma enzima que atua na degradacao do colageno,
facilitando a regeneracio do tecido. Estratégias para tratamento de
feridas incluem diferentes tipos de curativos e substitutos de pele tém
sido promissoras no desenvolvimento de produtos para acelerar a ci-
catrizacdo. Avancos nessas dreas podem levar a terapias mais eficazes,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes com feridas cronicas
ou de dificil cicatrizacio.

Palavras-chave: microbiologia cultinea; biologia das feridas;
colagenases; cicatrizacio de tecidos; abordagem terapéutica.

1 INTRODUCAO

Feridas sio lesdes que afetam a integridade da pele e podem ser
causadas por diversos fatores, como cortes, queimaduras e contusdes
que podem levar a casos de ulceragtes. A partir do momento que a
pele élesada, a ferida torna-se suscetivel a invasdao de microrganismos
com potencial patogénico (OLIVEIRA et al.,, 2021).

A presenca de microrganismos patogénicos podem causar
problemas severos a individuos acometidos, incluindo infecgbes
sistémicas e retardo na cicatrizacio (PERCIVAL, et al., 2015). Dessa
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forma, feridas representam um desafio significativo para a saidde
humana, exigindo ndo somente cuidados adequados quanto também
estratégias eficientes para o controle microbiano topico e possibili-
tar uma cicatrizacdo adequada. O desenvolvimento da cicatrizagio
é subdividido em trés fases que podem ocorrer concomitantemente,
sendo elas: inflamacao, proliferacdo e remodelamento (ISAAC et al,,
2010).

Estratégicas para o controle microbiano sdo fundamen-
tais na busca por mitigar as ameagas causadas por microrganismos
patogénicos, responsdaveis por diversas doengas infecciosas. Dentre
elas a esterilizacio e desinfeccdo na superficie de objetos e materiais
bioldgicos e também em uma frente farmacolégica, a utilizagdo de
agentes antimicrobianos como antibidticos e antivirais que tem como
o objetivo neutralizar especificamente potenciais patégenos, enquanto
as demais células do tecido permanecem integras. Além disso,
destacam-se técnicas inovadoras como a utilizacdo de biomateriais e
nanoparticulas para o controle microbiano (BERTOGLIO et al., 2020).

Para aperfeicoar o processo de cicatrizacdo de feridas, o
controle dos microrganismos no local é primordial. Portanto, a limpeza
e desinfeccdo adequadas da ferida sdo essenciais para reduzir a carga
bacteriana, sendo que abordagens multidisciplinares sdo necessarias.
Apdis uma limpeza apropriada, estratégias como o uso de curativos
adequados desempenham papel fundamental para evitar contami-
nagdes adicionais e auxiliar no processo de cicatrizagio (ARAGAQ,
2013). Além disso, a utilizaciao de biopolimeros (CHOPRA et al., 2022)
também contribui para a melhora da cicatrizacdo. Outras estratégias
sao aplicadas dependendo das circunstincias em que a ferida se
encontra, tais como enxertos de pele, terapia com luz de baixa
intensidade e terapia com oxigénio hiperbdrico. Essas abordagens
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combinadas possibilitam uma resposta eficaz no processo de cura de
feridas, promovendo a regeneracao saudavel dos tecidos lesados.

Em suma, diante da complexidade das feridas e da ameaca
representada pela invasio de microrganismos patogénicos, € evidente
a necessidade de estratégias eficientes para o controle microbiano e
promogao da cicatrizagio adequada. A esterilizacdo, desinfecgio
e 0 uso de agentes antimicrobianos tém se mostrado fundamentais
na mitigacdo dos riscos de infeccdes e complicagbes. Além disso, o
emprego de técnicas inovadoras, como biomateriais e nanoparticulas,
vem se destacando na busca por solugdes mais eficazes. A abordagem
multidisciplinar, que envolve a limpeza e desinfeccio adequadas da
ferida, o uso de curativos apropriados e a aplicacio de biopolimeros,
enxertos de pele e outras terapias, possibilita uma resposta mais eficaz
no processo de cura, permitindo a regeneracio saudavel dos tecidos
lesados. Assim, investir em pesquisas e aprimorar as abordagens tera-
péuticas ¢ de extrema importancia para enfrentar o desafio das feridas
e promover uma melhor qualidade de vida aos pacientes.

2.DESENVOLVIMENTO

2.1 Microrganismos patogénicos encontrados em feridas

Um dos principais desafios no tratamento e cicatrizacao
de feridas sejam estas cortes, abrasdes ou queimaduras, é o risco
de infeccido uma vez que fornecem um ambiente propicio para o
crescimento e proliferacdo de microrganismos (OLIVEIRA et al,
2021). Estas infeccbes sdo alarmantes visto que os microrganismos
podem trazer complicacbes adicionais, dificultando ainda mais o
processo de cicatrizacio. Em condicies favordveis ao seu crescimento
podem prejudicar a proliferacao e migracao celular necessérias para a
regeneragdo do tecido, desencadear uma resposta inflamatoria crénica,
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destruir o tecido saudavel, enfraquecer o sistema imunoldgico local,
tornar a drea suscetivel a infec¢des secundarias de outros microrga-
nismos. Além de se espalhar além da drea da ferida, afetando tecidos
adjacentes e Orgaos internos resultando em complicactes sistémicas
graves que representam risco a satde do individuo infectado (MA &
AN et al., 2018).

Os patdgenos mais comuns sao as bactérias, destacando-se
os géneros Psenwdomonas, Providencia, Staphylococcus, Proteus, Hafnia
e Escherichia (LIMA et al., 2021; SOLANKI & NAGORI, 2013). Essas
bactérias podem invadir o tecido danificado, formando coldnias e
liberando toxinas nocivas e causando infecgbes localizadas ou gene-
ralizadas. Algumas cepas de bactérias, como as resistentes a antibid-
ticos, representam um desafio adicional, tornando o tratamento mais
complexo e potencialmente comprometendo a eficdcia dos medica-
mentos (OLI et al., 2017). Assim como as bactérias, os fungos podem
se beneficiar do ambiente nutritivo e amido para sua proliferacao.
Candida albicans e Aspergillus fumigatus sdo exemplos comuns de fungos
patogénicos que pode causar infecgdes oportunistas (TSEUNG, K.SY.,
& ZHAO, 2016).

Além disso, com a falta de desenvolvimento de novos agentes
antibidticos, a resisténeia aos medicamentos nos infectados ainda
& um problema dificil de resolver. Este aumento na resisténcia vem
associado a fascinante descoberta de que microrganismos patogénicos
sdo capazes de produzir um complexo multicelular conhecido como
biofilme (TSEUNG & ZHAO, 2016), comunidades complexas e
altamente organizadas de microrganismos em uma superficie bidtica
ou abidtica com a ajuda de uma matriz extracelular hidrofébica, dentre
as principais caracteristicas de um biofilme estao: Matriz extracelular
(composta por polissacarideos resistentes e de alta aderéncia como ga-
lactomanana, DNA extracelular, Proteinas que atuam na protecio da
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colénia, como a Catalase B e Melanina); Células persistentes (variantes
fenotipicas que entram em um estado de aparente dorméncia, ndo se
reproduzem e exibem tolerdncia a maltiplos farmacos, sendo capazes
de sobreviver mesmo quando expostas a diferentes antimicrobianos
conhecidos) (ABRANTES & NOGUEIRA, 2022); Bombas de efluxo
(proteinas de transporte que auxiliam na remocdo de substratos
toxicos de dentro das células para o ambiente externo, auxiliando na
manutencdo da homeostase) (ALAV, SUTTON & RAHMAN, 2018);
Proteina de choque térmico 90 (Hsp90) (atuando na sinalizacdo celular
e manutencao do biofilme) (LOTTERMAN et al., 2003); e Ergosterol
(proveniente da parede celular fingica) (TSEUNG & ZHAQ, 2016).

A prevencdo e o tratamento adequados de infecgdes em
feridas sao fundamentais para minimizar os perigos dos microrganis-
mos patogénicos. Isso inclui a limpeza adequada da ferida, o uso de
técnicas assépticas durante procedimentos médicos e a administracao
apropriada de terapia antimicrobiana quando necessédrio. Além disso,
a identificacdo precoce de sinais de infeccao, como aumento da dor,
vermelhiddo, inchaco ou secrecdo purulenta, é crucial para intervir
prontamente e evitar complicacoes (ARIKAN et al., 2018; MEO et al,
2021).

2.2, Cicatrizacao de feridas

A cicatrizagdo de feridas é um processo natural, que visa
restaurar a funcdo e integridade da pele (MOREIRA ef al., 2015).
O processo cicatricial ocorre apds uma lesdo pela acio de agentes
mecinicos ou térmicos, que levam a ruptura da pele ou de outros
drgdos e danos ao tecido e sua vascularizacao (RODRIGUES et al,
2019). E um processo complexo e dinidmico, no qual ocorre em fases
distintas: homeostasia, fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de
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remodelacio (ISAAC et al., 2010). Em todas as fases hd vérios tipos de
células, enzimas e proteinas (RIDIANDRIES et al., 2018).

A resolucdo da lesdo comeca mediante a hemostasia através
da vasoconstricio e formacdo de codgulo, levando a cessacdo do
sangramento. A vasoconstricdo ocorre de maneira rdpida e posterior-
mente hid uma resposta inversa, a vasodilatacao (BESERRA et al., 2020).

A tase inflamatdria é caracterizada pela resposta inflamatdria
inicial. O processo de inflamagao é desencadeado apds a lesdo tecidual
e segue uma sequéncia de eventos: vasodilatacdo, aumento da permea-
bilidade vascular e migracao de células inflamatdérias, como neutréfilos
e macrofagos, para o local lesado (EMING et al., 2017), podendo resultar
em vermelhiddo e coceira na regido (WALLENGREN, SUNDLER,
WASSBERG, 2011). Além disso, citocinas pré-inflamatdrias e fatores
de crescimento também sdo secretados (STADELMANN et al., 1998;
MIRZA & KOH, 2011).

Na fase proliferativa, ha a epitelizacao, formagio de novos
vasos sanguineos, formacao de tecido de granulagio e deposicao do
colageno. Dentre as principais células estio os fibroblastos e as células
endoteliais (AMINI-NIK et al., 2012). Os fibroblastos sao responsdveis
pela producdo de coligeno, uma proteina que da suporte estrutural
a pele. Assim como também sintetizam outras substincias, como a
matriz extracelular, que fornece 0 ambiente necessdrio para a migracao
de células, a angiogénese e a epitelizacao (BARRIENTOS et al., 2014;
DARBY et al., 2014).

Por dltimo, a fase de remodelacao envolve a reorganizacao e
maturacao do tecido cicatricial formado. Hé a remodelagao do tecido de
granulagio e é caracterizada pela deposicao direcionada do colageno,
o que culmina na maturacio do processo cicatricial. (MEDEIROS &
DANTAS-FILHO, 2016). As metaloproteinases da matriz (MMPs)
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desempenham um papel essencial na degradacio da matriz extrace-
lular imatura e na reorganizacio das fibras de coligeno do tipo Il em
coldgeno do tipo 1. O coldgeno tipo Il é substituido gradativamen-
te pelo colageno tipo I, assim aumentando a resisténcia. Ao mesmo
tempo, os inibidores teciduais (TIMPs) atuam como reguladores
da atividade das MMPs, garantindo um equilibrio adequado na
remodelacdo tecidual (ATKINSON E D'ORTHO, 2002; MEDEIROS &
DANTAS-FILHO, 2016).

O colidgeno desempenha um papel fundamental na cicatriza-
cdo de feridas devido as suas propriedades estruturais e funcionais.
Como principal proteina do tecido conjuntivo, o colageno fornece
suporte e estabilidade para as células e tecidos, além de contribuir
para a integridade da matriz extracelular. Sua presenca e regulacao
adequada sdo essenciais para um processo de cicatrizacdo eficiente e a
formacao de uma cicatriz funcional (FLETCHER, 2000).

Com isso, hd um equilibrio entre a producao e a degradacao
do colageno pela acdo da colagenase (BESERRA ef al., 2020). Durante
o processo de cicatrizacdo, a colagenase é produzida por diferentes
tipos de células, como fibroblastos e macrofagos, e é liberada no
local da ferida (RILEY & HERMAN, 2005). Na fase inflamatdria, a
enzima auxilia na remoc¢io de detritos celulares e na preparacao do
leito da ferida para a formacao de novo tecido. Atuando também na
remodelacdo e reorganizacio das fibras de colageno durante as fases
subsequentes da cicatrizacdo (RILEY & HERMAN, 2005), um resumo
desta acdo pode ser visto na figura 1.
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Figura 1. Processo de cicatriza¢ao apés uma lesao tecidual
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Fonte:autores (2023).

2.3. Colageno, Colagenase e Peptideos

O coldgeno é uma das proteinas mais abundantes em animais,
representando 30% do total de proteinas distribuidas pelo corpo. Sao
compostas por trés subunidades proteicas em forma de tripla hélice,
que se enovelam em torno do mesmo eixo. Durante o processo de ci-
catrizagao, o colageno desempenha diversas fungoes essenciais, tais
como: matriz para migracgao celular; ativacao de cascata de sinalizagao;
estimulacdo da sintese de coldgeno; resisténcia e remodelagao do
tecido (SHARMA et al. 2022), sendo extremamente importante para
a regeneracao tecidual, um resumo do papel do coldgeno pode
ser observado na Figura 2. Além das funcbes essenciais acima
mencionadas, é imperativo enfatizar a importancia fundamental da
enzima colagenase no processo de cicatrizagao de feridas, a partir da
orienta¢do a remodelacao do tecido reparado (MATHEW-STEINER,
ROY & SEN, 2021).
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Figura 2. Representacao da atuacgao do colageno e de peptideos de colageno
i em dﬁzﬁﬁes fases da regeneracao tecidu}:ll? ¢
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Fonte: Os autores (2023).

A colagenase éuma proteina especifica que possuiacapacidade
de desintegrar as fibras de colageno, facilitando assim a remocgéao do
tecido danificado e desorganizado. Esse processo de degradagio
regulada do colageno é fundamental na preparacdo da base para a
cura, permitindo a migragao sistematica de células especializadas,
como fibroblastos, para a drea afetada (SIADAT & RUBERTI, 2023).
Estas enzimas conduzem processos fisiologicos (desenvolvimen-
to e reparo tecidual) e patolégicos (tumorigénese e metastase). Eles
também contribuem para a liberacao de fragmentos bioativos (também
denominados matricriptinas), como endostatina e tumstatina, de
colagenos completos (SCHIMIDT et al., 2006). Esses fragmentos
orientam especificamente a poda dos vasos sanguineos que, por sua
vez, permite o restabelecimento da arquitetura do tecido durante a
cicatrizacao (WIETECHA, CERNY & DIPIETRO, 2013; SINHA et al.,
2018). .Consequentemente, a colagenase assume um papel critico na
remodelagao do tecido danificado, o que facilita a regeneracio e o
refor¢o estrutural do novo tecido cicatricial. A intera¢do entre colageno
e colagenase tem o potencial terapéutico para otimizar o processo de
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cicatrizacdo em diversas condices clinicas, desde feridas cromicas até
procedimentos cirargicos complexos (MATHEW-STEINER, ROY &
SEN, 2021).

Os microrganismos tém sido largamente empregados por
apresentarem elevada velocidade de sintese, estabilidade e rendimento
elevado de substrato em produto, além de pouco tempo de geragao,
diversidade e facilidade de manipulacao genética e de condigGes
ambientais, além disso as colagenases de origem animal clivam a hélice
do coligeno em um tdnico ponto enguanto colagenases microbianas
atacam muiltiplos sitios ao longo da hélice e por este motivo vem sendo
largamente aplicadas em processos de cicatrizagdo e na obtencao de
peptideos bivativos de coldgeno (VILLEGAS et al., 2018).

Por sua vez,os peptideos decoldgeno podematuaraumentando
a permeabilidade vascular e consequentemente induzindo a aceleracao
do processo de reparo tecidual (VILLEGAS et al., 2018). Durante este
periodo, de intensa atividade vascular, e variacdo na permeabilida-
de, fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais e células
epiteliais come¢am a cobrir o local da lesdo e assim, essas células res-
tabelecem a continuidade do tecido através da deposicao da matriz,
angiogénese e epitelizacio.

Colagenases microbianas sdo relatadas a partir de bactérias,
fungos e microalgas. Entre as bactérias, sdo relatadas: Bacillus alvei
DC-1 (KAWAHARA, KSUMOTO & OBATA, 1993), A espécie gram
positiva Bacillus cereus CNA1 e Gram negativa Kiebsiella pnewmonine
CNL3 (SUPHATHARAPRATEEF, CHEIRSILP & JONGJAREONRAK,
2011), e Clostridium histolyticum, a primeira colagenase microbiana a
ser estudada em detalhes e estd entre os produtos enzimdticos mais
comercializados (DIAQO, 2017). Estudos recentes destacam a utilizacio
de colagenases produzidas por Clostridium histolyticum no tratamento
da doenca de Peyronie, reduzindo o tecido cicatricial fibroso
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(ZIEGELMANN et al, 2023), e de Fibromatose plantar (LEHRMAN
et al., 2019), demonstrando o potencial para o uso da colagenase para
além dos tratamentos em feridas superficiais. O potencial de fungos
na producio desta enzima é notado ha varios anos, alguns exemplos
sdo o Aspergillus niger (BARTHOMEUF, POURRAT, H. & POURRAT,
A, 1992) e Entomophthora coronata (HURION, FROMENTIN & KEIL,
1979). Atualmente, as pesquisas envolvem principalmente espécies
de Penicillium, Aspergillus, Arthrobotrys, Monacrosporium, Tricho-
phyton, Microsporum, Lecanicillium, Entomophthora, Micromyce-
tes e Lagenidium (WANDERLEY et al., 2017). Em contrapartida, sao
escassos 0s estudos relatando colagenases produzidas por microalgas,
como exemplo Chiorella vulgaris (WANDERLEY ef al., 2020).

2 4. Estratégias para tratamento feridas

A eficdcia no tratamento de feridas é uma preocupagao
fundamental na drea da sadade, pois lesoes cutineas podem variar em
gravidade e complexidade. Diversas estratégias tém sido desenvolvi-
das para acelerar a cicatrizacio e promover a regeneracdo dos tecidos.
Desde a utilizacdo de curativos tradicionais até avancadas coberturas
com propriedades antimicrobianas, a pesquisa continua e a inovagao
tém levado a abordagens cada vez mais eficazes para melhorar os
resultados de cicatrizacio de feridas (PENG-HUI ¢t al., 2018).

Existern vdrias opcoes de coberturas e substitutos de pele
disponiveis comercialmente para otimizar o processo de cicatrizacdo.
As coberturas de Rayon sdo consideradas um curativo estéril de alta
qualidade e possui esse nome por ser composto por malha de acetato e
celulose, reduzindo sua capacidade de aderir a ferida e assim evitando
danos durante a remocao. Além disso, sdo impregnadas com édcidos
graxos essenciais (AGE), estimulando o processo de cicatrizacio, uma
vez que servem como hidratantes e estimulam a atividade celular no
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local, acelerando e promovendo o processo natural de cicatrizacao da
pele. Entretanto, feridas muito profundas ou complexas podem exigir
abordagens ou produtos especializados (NAEEM; ASSIM & TUFAIL.
2020).

Algumas outras coberturas possiveis incluem: Coberturas
baseadas em alginato de calcio, que entre suas vantagens oferece uma
alta absor¢do de exsudato e facilidade de remocao, entretanto precisam
ser trocadas com frequéncia e podem aderir a ferida caso nao haja
umidade suficiente no local (L1 et al. 2011). Coberturas do tipo hidro-
coldide, compostas por massa hidrofilica gelavel aplicada na forma
semissdlida a um carreador flexivel semipermedvel, formando um
ambiente imido e protegido de contaminantes externos, mas também
exigem trocas frequentes e podem gerar desconforto se usadas em
feridas proximas a pelos ou cabelo (THOMAS, 2008).

O desenvolvimento de estratégias para cicatrizacio de
feridas é uma problemidtica de grande interesse na drea da medicina e
farmécia. Ao longo do tempo, diferentes curativos formados a partir de
polimeros naturais vém sendo aplicados buscando reduzir o impacto
de residuos no meio ambiente, bem como a toxicidade do material
ao paciente. Alguns exemplos sao: Alginato, Quitosana, Seda, Acido
hialurénico e Coldgeno apresentados como materiais vidveis para
composi¢ao de curativos e engenharia de tecidos, garantindo permea-
bilidade adequada, protecao antimicrobiana e aceleracdo da cicatriza-
¢do sem a presenca de efeitos citotoxicos (COSTA et al,, 2023) Estudos
tém demonstrado que esses polimeros, especialmente o colageno,
desempenham um papel importante nos processos de remodelacao
tecidual e reepitelizacdo durante a cicatrizacao (COSTA ef al., 2023)..
Essas evidéncias esclarecem o potencial desses hidrolisados como
agentes importantes no tratamento de lesdes, minimizando os riscos
consequentes e melhorando a qualidade de vida dos pacientes
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Matrizes poliméricas a base de colageno sdo particularmen-
te interessantes gracas a sua biocompatibilidade, suporte estrutural
e estimulo & cicatrizaciao (TENOROVA et al ,2019). Diante disto, é
notdvel o empenho para o desenvolvimento de produtos e processos
a fim de suprir a necessidade no tratamento de feridas que possam
atuar de forma ampla, ndo gerem desconforto no paciente e possuem
acdo antimicrobiana, acelerando assim o processo de cicatrizacio.
Nesse contexto, 0s microrganismos surgem como uma abordagem
promissora, uma vez que sao capazes de produzir enzima com
atividade hidrolisante do coldgeno, e consequentemente, peptideos
de coldgeno. A prospecgdo no uso desses agentes cicatrizantes e em
novas formulagtes de coberturas de feridas representa um campo de
pesquisa em ascensdo, com potencial para revolucionar as terapias e
melhorar significativamente a qualidade de vida dos pacientes com
feridas cromicas ou de dificil cicatrizacao.

As estruturas poliméricas para liberacio medicamentosa sao
amplamente estudadas para melhorar a eficdcia e seguranga na entrega
medicamentosa, especialmente na cicatrizacdo de feridas. Essas
estruturas podem ser projetadas para a liberacao medicamentosa de
forma controlada no local especifico da ferida, reducao da frequéncia
de administracdo medicamentosa, minimizacao de cicatrizes, o que
favorece a cicatrizacio (FAHIMIRAD & AJALLOUEIAN, 2019).
Diversos polimeros estdo disponiveis no mercado para a abordagem
de feridas. Os quais podem ser utilizados na forma de filmes, espuma,
hidrogéis, hidrocoldides, scaffolds, hidrofibras (FAHIMIRAD &
AJALLOUEIAN, 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Representacao grafica das estruturas poliméricas

Hidrogéis @ hidrocololdes Fllmes

Fonte:autores (2023).

3. CONCLUSAO

Existem muitos desafios a serem superados no contexto
da cicatrizacdo de feridas, especialmente no que diz respeito ao
controle de patégenos. Nesse contexto, a utilizacdo de colagenase
e peptideos de coldgeno, produzidos por microrganismos, emerge
como uma abordagem promissora. A colagenase, por sua capacidade
de desintegrar as fibras de coldgeno, auxilia na preparacao do leito
da ferida para o crescimento de novo tecido, enquanto os peptideos
de coldgeno podem acelerar a regeneragio tecidual. Além disso, a
aplicagdo de estruturas poliméricas para liberacao medicamento-
sa mostra-se como uma estratégia eficaz para melhorar a eficiéncia
e seguranca na entrega de medicamentos durante o processo de ci-
catrizacio.O avango nessas dreas podera abrir caminho para terapias
mais eficazes, abrangentes e confortaveis, proporcionando uma
recupera¢ao mais rapida e completa para individuos que enfrentam
desafios no processo de cicatrizagao de feridas.
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Abstract: (1) Background: Polysaccharide flms an promising vehicles for the delivery of bicac-
tive agents such as collagenases, as they provide controlled release at the wound site, faclitating
tissue pegeneration. This study aimed to investigate the physicoche mical properties of Cassia gran-
dis polysaccharide flms with immobilized collagenase from Streptomyces parmulus (DPUA /1573).
(2) Methods: Galactomannan was extracted from Cassia grandis seeds for flm production with 0.8%
(w/v) galactomannan and 0.2% (v/0) gly cerol with or without collagenases. The films underwent
physical-chemical analyses: Fousier-transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron mi-
croscopy (SEM), thermogravimetric analysis {TGA), color and opacity (luminosity-L*, green to red-a®,
yellow to blue-b®, opacity-Y'), moisture content, water vapor permeability (WVP), thickness, con-
tact angle, and mechanical properties. (3) Results: The results showed similar FTIR spectra to the
literature, indicating carbonyl functional groups. Immobilizing bicactive compounds increased
surface roughness observed in SEM. TGA indicated a better viability for films with immobilized
S. parowlus erey mes. Both collagenase-containing and control films exhibited a bright-yellowish
color with slight opacity (Y%). Mechanical tests revealed decreased rigidity in PCF (—25%) and
SCF (—417%) and increased deformability m flms with the immobilized bicactive compounds, PCF
(234%) and SCF (295%). (4) Conclusions: Polysaccharide-based films are promising biomaterials for
controlled composition, biocompatibility, biodegradability, and wound healing, with a pokential in
pharmacological applications.

Keywords: polysaccharide film; collagenase; Strepfomyces parmuus; skin healing
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L Introduction

Recent years have witnessed a change in cosmetic research, focusing on improving
aesthetics and health benefits such as wound healing [1]. This change has sparked greater
interest in investigating natural ingredients with therapeutic properties for skincare, as
well as combining various compounds to promote tissue regeneration [2]. The healing
process involves dynamic tissue formation to repair damage, with phases determining scar
type. The inflammatory phase aims to remove devitalized tissues, the proliferative phase
focuses on tissue formation through fibroblast proliferation and collagen production, and
the maturation phase invelves collagen type replacement, lasting from 6 months to 2 years.
Complications can affect scar characteristics [27] Recognizing the vital importance of
biondiversity, the international community has established the Sustainable Development
Gals (SDGs), including SDG 15, which aims to protect, restore, and promote the sustainable
use of termestrial ecosystems [5,Y9]). Theme is a growing demand for sustainable alternatives
across various sectors, including the materials industry. Among these alternatives is the
use of natural bicactive principles, involving the extraction and utilization of compounds
from natural sources such as plants and microorganisms to develop products with diverse
applications [10].

Ower time, various dressings made from natural polymers have been employed to
mitigate the environmental impact of waste and minimize toxicity to patients. These
dressings demonstrate adequate permeability, offer antimicrobial protection, and promote
accelerated healing without causing cytotoxic effects [8,.9]. Additionally, certain polymers
play a crucial role in tissue remodeling and re-epithelialization processes during the healing
process [8]. In this context, polysaccharides from natural sources have garmnered attention
for their biccompatibility, biodegradability, and bioactive attributes. Cassig grandis, a
tropical leguminous plant species, is recognized for harboring polysaccharides that exhibit
medicinal promise [10,11]. Referred to as pink cassia, this plant is extensively utilized in
traditional medicine and pharmaceutical pursuits [12]. The seeds of Cassin grandis contain
a gummy endosperm rich in galactomannan, an ecologically sustainable, low-cost, and
non-toxic material known for its safety. Galactomannan can be used in solution or gel
forms, making it versatile for various applications and fadilitating large-scale use. These
seeds have the capability to form polysaccharide films, which can encapsulate and release
bicactive compounds. Polymeric matrices are valued for their biocompatibility, structural
support, and wound-healing properties [13,14].

Polysaccharide films are promising vehicles in delivering bioactive agents such as
collagenases, enzymes capable of degrading collagen, which plays a crucial role in tissue
remodeling and skin regeneration [15-15]. By incorporating collagenase into the polysac-
charide film, it can be released in a controlled manmner at the wound site, leading to the
degradation of excess collagen and facilitating tissue regeneration, thus minimizing the risk
of hypertrophic or keloid scars [19,20]. Therefore, there is an effort to create products and
techniques that thoroughly cater to the requirements of wound care while ensuring patient
comfort and possessing antimicrobial properties. By combining the benefits of polysaccha-
ride films with the therapeutic properties of collagenases, it is possible to advance towards
more effective and personalized therapies for wound treatment, thereby improving the
quality of life of patients and promoting safe and efficient healing.

Therefore, this study aimed to incorporate collagenases into polysaccharide films
derived from Cassig grandis seeds, evaluating their physicochemical and mechanical prop-
erties, like thickness, morphology, FTIR, TGA, color, and mechanical properties, and to
submit the results through analysis

2 Materials and Methods
21. Materials

Cassia grandis seeds weme collected in Recife (PE, Brazil, 8°02'50.0" § 34°57'00.1" W) in
April 2022 Ethanol (99.8%), acetone PA. and sodium chloride were obtained from Vetec
Fine Chemicals (Rio de Janeir, K], Brazil), while commercial collagenase (Collagenase
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type Iy was purchased from Pan Biotech (Worthington, OH, USA), and azocoll from Sigma-
Aldrich (5t. Louis, MO, USA). All other chemicals were of analytical grade.

2.2 Obtaining Galactomannan

Galactomannan was obtained from Cassia grandis seeds, according to Albuquerque
et al. [21]. The purification process involved experimenting with Cassia grandis pods in
distilled wafer at 25 °C for 18 h. Subsequently, the pods were separated in half, exposing
the seeds, which were then removed and dried until they reached a constant weight The
dried seeds were boiled in distilled water in a ratio of 1:5 (w/7) at 100 °C for 1 h for encyme
inactivation, and then kept in water for 18 h at 25 °C to facilitate the remowval of the shell.
Then, the peel was removed and the waste was ground in a blender with 5% (/7] 0.1 M
MaCl at 25 °C. The material was then filtered through a tissue and later through a screen
printing cloth and precipitated with 46% ethanol in a ratio of 1:3 (7/7) for 18 h. The resulting
white precipitate was washed with 100% ethanol in a ratio of 1:3 (w/7) for 30 min and then
twice with acetone in a ratio of 1:3 (w/ ) for 30 min each and filtered. There was on-screen
printing between each wash. The precipitate was then dried until it reached a constant
weight, ground and called galactomannan.

2.3 Film Preparation

The film solutions were prepared in distilled water with 0.8% (/1) galactomannan
and 0.2% (0/ 1) glycerol, and kept under magnetic stirring (500 rpm) for 18 h at room
temperature (20 £ 2 "C) A total of 15 mL of film-forming solutions were deposited in
polystyrene Petri dishes with a diameter of %0 mm. The films were then dried in an oven
at 33 "C for 9 h and subsequently stored at 200 *C and 54% relative humidity (REH) until
further characterization [14].

2.4, Collagenase Produced by Streptomyces paroulus

Collagenase was obtained from Strepfomyces parvulus, isolated from lichens from
the Amazon region and belonging to the DPUA 1573 culture collection (Department of
Parasitology at the Federal University of Amazonas). The isolated microorganism was
maintained in ISP-2 medium [22] with 10% ghycerol at —20 °C.

For the production of collagenolytic protease, M5-2 medium [23], pH 7, was autoclaved
at 121 *C/1 atm for 20 min. Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 100 mL of culture
medium were used, with the inoculum correspending to 108 CFU/ mlL.

Collagenase activity was performed using the method described by Chavira [24]. The
reaction mixture consisted of 50 ul. of sample and 950 L. of buffer with 5 mg (mg/ L) of
Azocoll solution in a L0 mL reaction tube and incubated at 37 *C in a water bath for &0 min.

The absorbance of the supernatant was measured at A550 nm using a UV-VIS spec-
trophotometer (UV-190 Shimadzu, Barueri, Brazil). One unit of eneymatic activity (U)
was defined as the amount of enszyme per ml of sample that when taken after 60 min of
incubation led to an increase in absorbance of 0.001 at AS50 nm, due to the formation of
soluble peptides linked by azo dye. Specific activity was calculated as the ratio between
the enzymatic activity and the total protein content of the sample and expressed in U/mg.

25 Determination of Proteins

The protein content of the samples was determined using the methods of Smith [25],
using BCA Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) with bovine serum albumin as a
standard. A spectroscopic analysis was conducted using a microplate reader at a wave-
length of 562 nm.

26, Collagenase Purification

The purification of the protease with collagenolytic activity was based on a two-
step procedure. The crude extract was indtially precipitated with a 70%: concentration of
acetome. A precipitated fraction was collected using centrifugation at 10,000 rpm, 4 *C for
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20 min. The supernatant was discarded and the pellet was collected and resuspended in
the minimum volume of 0.1 M Tris-HCI buffer pH 7.5.

To obtain the protease with collagenolytic activity, anion chromatography was used on
QA E-sephadex G-50 resin to separate the protein fractions eluted using Tris-HC1 buffer pH
7.5 added with 0.15 M NaCl in a 1.0 x 12 em. The separation protein profile was evaluated

at 215 nm and 280 nm.

27, Immobilization of Callagenase in Polysaccharide Film

Commercial collagenase {Collagenase type I—PAN Biotech®) and collagenase ob-
tained from Streptomyces partuing were added to the film-forming solutions (w/7) and left
under magnetic stirring (504 rpm) for 5 h, at room temperature (200 + 2 “C). A constant
amount (15 mL) of each of the film-forming solutions obtained was molded into a %0 mm
diameter polystyrene Petri dish. The films were conditioned in an oven at 33 °C for 9 h and
maintained at 20 “C and 54% relative humidity (RH) until further characterization [17].

28 Characterization of the Palysaccharide Film and the Film Incorporated with Collagmases

The galactomannan film without the addition of collagenase was called polysaccharide
film (PF) and was used as a reference in all analyses. Films with incorporated collagenase
were named the following: polysaccharide film with commercial collagenase enzyme (PCF)
and polysaccharide film with collagenase obtained from Streptomyces paroulus (SCF).

28.1. Film Thickness
The film thickness was determined using a digital micrometer (Mitutoyo, Kanagawa,
Japan). Five different points were selected at random in each film and the measurement was

camried out. The average values obtained from the measurements were used in calculations
related to water vapor permeability (WVP) and mechanical properties

28.2. Scanning Electron Microscopy (SEM)

The examination of film surfaces was conducted via scanning electron microscopy
(SEM) utilizing a transmission electron microscope (TEM, Hitachi, HT7700, Tokyo, Japan).
Each film was affixed to a coverslip with a thin layer of chromium and carbon to prevent
the buildup of static charge during electron exposure, thus ensuring accurate scanning
without distortions or artifacts. For enhanced visualization, samples underwent sputtering
with colloidal gold particles and subsequent drying prior to scanning,

28.3. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Film characterization employed Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) using
a Bruker FT-IR VERTEX 80/80 v spectrometer (Boston, MA, USA) in Attenuated Total
Reflectance (ATR) mode, employing a platinum crystal accessory. Analyses covered the
frequency range of 400 to 4000 cm ™!, with 16 scans and a resolution of 4 cm ™~ . Before mea-
surement, a background spectrum was obtained from a clean surface. The PF served as the
reference, with spectra obtained from films containing incorporated bicactive compounds
(PCF and 5CF) being subtracted from the PF spectrum. Additionally, a 30 min ultraviolet
radiation exposure st was conducted to assess structural changes post-sierilization.

28.4. Thermogravimetric Analysis (TGA)

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed using a Mettler Toledo TGA /DSC
1, model Star System. Samples underwent heating from 20 °C to 450 °C at a rate of 10°C
min~ ! under a nitrogen atmosphere.

28.5. Color and Opacity

Color and opacity weme evaluated utilizing a digital colorimeter (Konica Minolta,
model Chroma Meter CR-400, Osaka, Japan) calibrated at illuminant C with a white
standard. Parameters measured included L* {L* = 0 [black] and L* = 100 [white]}, a*
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(—a* = gmenness and +a* = redness), and b* (—b* = blueness and +b* = yellowness), as
recommended by the International Commission on [llumination. Opacity was determined
as the ratio of sample opacity on the black standard (Yb) to its opacity on the white standard
(Yw). Five random measurements each of Yb and Yw were averaged for calculation.
The experiment was conducted in triplicate, and results were expressed as a percentage:
¥ (%) = (Yb/Yw) w 100,

2 8.6. Moisture Content

Muoisture content (MC) represented the percentage of water removed from the initial
sample mass. MC was determined gravimetrically through drying films at 105 “C in an
oven with forced air circulation for 24 h. Experiments were performed in triplicate.

28.7. Water Vapor Permeability (WVF)

The assessment of water vapor permeability (WVT) was determined gravimetrically
based on the ASTM E96-92 method [26,27]. For analysis, it was necessary to seal the film
in the upper part of a permeation cell containing distilled water (100% RH; 2337 Pa vapor
pressure 20 “C), which was then placed in a desiccator at 20 C and 0% EH (0 Pa pressure
water vapor) containing silica. The cells were weighed at infervals of 2 h for 10 h. Steady-
state and uniform water pressure conditions were assumed through maintaining the air
circulation constant outside the test cell by using a miniature fan inside the desiccator [28].
The slope of weight loss versus time was obtained using linear regression. Three replicates
were obtained for each sample.

28.8. Contact Angle

The contact angle was measured on a fadal contact angle meter (OCA 20, Data-
physics, Filderstadt, Germany). Film samples wene taken using a 500 pL syringe (Hamilton,
Bonaduz, Switzerland) with a 075 mm diameter needle. Pure wafer was used to measure
the layer between the surface and the liquid. The contact angle on the film surfaces was
measuned using the sessile drop method [29]. Measurements were taken for 15 5.

28.9. Mechanical Properties

The mechanical properties were verified using a TA-HD plus texture analyzer (Serial
5232, Stable Micro Systems, Surney, UK) according to ASTM D 882-02 (2010) guidelines.
According to the ASTM standard, film strips with a length of 100 mm and a width of 20 mm
were used and the average film thickness was measured beforehand. The initial gripper
separation was set at 100 mm and the crosshead speed was set at 5 mm min .

28.10. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using standard deviation of triplicate assays.
[Data were analyzed using one-way analysis of variants (ANOVA or Kruskal-Wallis test)
using the free software RStudio (version 2023.121+402). Significant differences were
verified using Tukey s test or Dunn’s test based on post hoc multiple comparisons, witha
significance level defined at a p value < 0L05.

3. Results
3.1 Scanning Electron Microscopy (SEM)

Figure 1 compares the surface morphology of the galactomannan-based film without
the incorporation of the bicactive compound (al-a3), with the galactomannan-based film
with commercial collagenase enzyme at 0.1% incorporated (b1-b3) and the galactomannan-
based film with collagenolytic eneyme for Streptomyces parmuius (cl—c3). The images
obtained were magnified at 1003, 250 % and 1000
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Figure 1. SEM images showing the surface structure of galactomannan &lm with and without bioac-
tive compound incorporations. (a1-a3) 100x magnitude; (b1-b3) 250 x magnitude; (€1-¢3) 1000x
magnitude.

3.2 Thickness and Moisture Content

The film thickness was not affected by the incorporation of enzymes, as shown in
Table 1. Regarding MC, the samples were similar. There was no significant difference
(p value = 0.0729) between the moisture content of the galactomannan-based film with
0.1% commercial collagenase enzyme incorporated and the galactomannan-based film with
collagenolytic enzyme for Strepfomyces partulus. But both films with collagenase had a higher
moisture content than the polymer film without the incorporation of bioactive compounds.

Table 1. Thickness and moisture content for the pelysacchande Alms before and after immobilization
(values expressed as average = standard deviation).

Films Thickness (nm) Moisture Content (%)
PF 0.0718 £ 0.0325* 54+ 5 x 107
PCF 0.0528 < 0.0104 23.56 -+ 0.0009 B~
SCF 0.0698 = 0.0123¢ 13.15 + 0.0009 ©
*+ Mean vahues in the same col incdi d with di letters ame sigruticantly ditserent (P value < 0.05).

Those that have the same letter in the same column are not significantly difterent (p value > 005}
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13 Water Vapor Permeability (WVF)

The analysis of water vapor permeability in polysaccharide films involves studying
the interaction of water vapor with these films to understand their properties. In Figure 2,
the water vapor permeability in PF, PCE and 5CF is observed.

1.04

—=—PF
—e—PCF
~ 084 [+ BCF
IIF
[N -
:"‘ 0.6
E
=2
'L 0.4 4
*
§ 0.2 o
0.0+
T T T T T T T T T T
o 2 4 G a 0
Hours

Figure X Variation in effective coefficients for WVF in polysaccharide films related to relative
humadity at 20 °C.
34. Contact Angle before and after Ultraviolet Randiation

The contact angle pre- and post-ultraviolet irradiation can be cbserved in Table 2. It is

derived from the film's surface and serves as a straightforward and efficient method for
assessing the films" hydrophobicity level.

Table L Contact angle for the polysaccharide flms before and afler immobilization with enzymes
(values expressed as average £+ standard deviation).

Films Water Contact Angle (")
Without Exposure to UV After Exposure to UV
FF TFO L 156" 911 +135°
PCF S80+255" BB+ 2400
SCF 277 E183" 1361 £243°

*+ Mean values in the same column indicated with different letbers am significantly different (p value < 0.05).
These that have the same letier in the same column are not significanthy different (P value = 005}

15 Fourier-Trangform Infrared Spectroscopy (FTIE)

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) is a technique used to obtain informa-
tion about chemical composition and molecular structure, based on the interaction between
molecules with infrared radiation. FTIR was used to investigate possible chemical inter-
actions between the galactomannan-based film and collagenases, in both the commercial
(PCF) and the collagenase produced using Streptomyces parinuius (SCF).

Figure 3 shows the spectra of the polysaccharide films after the incorporation of com-
mercial collagenase and collagenase produced using Streptomyces paroulus, A wide range
of band stretching was observed in the FTIE spectra of the galactomannan film, ranging
from 3324 em ™! to 687 cm L. Stretching in the region of 3030-3600 cm ! is attributed to
OH ™! groups, indicating the presence of carbohr',rdratEE and a small amount of moisture.
Furthermore, bands at 2904 cm ! and 1024 cm ™' suggest C-H stretching and a C-O bond
from the alcohol group, respectively. The stretching observed at 2904 cm ™! and in the range
of 1000-1200 em ™! suggests characteristic features of carbohydrate polymers. Additionally,
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the presence of amides at 1634 cm ! confirms the existence of proteins in the galactoman-
nan sample. In the IR spectra of galactomannan, bands were observed at 808 cm ! and
874 am !, which are associated with the occurrence of anomeric configurations (CH os-
cillations of @ and J conformers) and glycosidic linkages. These bands are attributed to
a-D-galactopyranose units and B-D-mannopyranose units, respectively.

0a0] [—PF wrs
—— PCF '
——SCF

0.25 4

0.20 +

0.15 4

0.10 4

Transmittance (%)

0.05 4

0.00

L] L] L L) T L} L L] L
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1500 1200 BOO 400
Wavenumber (cm™)

Figure 3. FTIR Spectra of the polysaccharide films after the incorporation of commercial collagenase
enzymes and collagenase produced using Streptomyces parouhis.

The absence of the band above 3000 cm ! suggests an interaction of the OH groups
with the glycine of collagen. Other signals indicative of the incorporation of collagenase
into the polysaccharide film are observed. Notably, bands at 1626 cm !, characteristic
of C=0 stretching typical of amide I, and at 1546 cm ' and 1294 am }, typlcal of N-H
bending and C-N stretching of amide II, respectively, are identified. Additionally, signals
at 1459 cm !, characteristic of py rrolidine rings, amide I1I, which were not present in the
galactomannan film previously, are observed.

Figure 4 shows the spectra of the polysaccharide films after exposure to ultraviolet
radiation, so that it would be possible to observe whether there are differences in the
composition and structure of the film if subjected to radiation.

040+ _é?¥i .
036 | PF after UV| |

0304 fl N
035 \ ,'

0320

"‘..l
0.15 4 j o\ ‘l
/
\
0.40+ I "" "'3’ ’“r |.J(:7/‘
’n \l . A v?
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Figure 4. Cont.
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Figure 4. FTIR Spectra (before and after UV exposure) of the polysacchande flms (a) polysaccharide
flm with ¢ 1al collage enzyme (b) and polysacchanide film with collagenase produced

using Streptomyces paroulis (c).

3.6. Thermogravimetric Analysis (TGA)

Thermogravimetric analysis (TGA) is a technique used to measure weight changes
in a sample material due to time or temperature. TGA can be used to analyze the thermal
stability of films and determine the presence of moisture and composition-related details.
The thermal degradation results for the films are shown in Figure 5.

In the PF (Figure 5a), this event corresponds to a mass loss of 13%. A second eventis
observed with the onset around 188 “C (band at 292 °C), with a mass loss of about 60%. This
event is related to the film's decomposition process. The width of the peak in the TGA curve
suggests that the decomposition process is complex. The glycerol used in the film should
initiate its decomposition before the polysaccharide chain (shoulders at a temperature close
to 240 °C), while the peak at 292 °C is related to the polysaccharide decomposition. In the
film incorporated with commercial enzymes (PCE Figure 5b), this initial event corresponds

to a mass loss of 8%. A second event is observed starting at 185 °C (peak at 294 °C) and is
related to the decomposition process of the polysaccharide chain of the film. Once again, the
width of the peak suggests the occurrence of simultaneous events, with the decomposition
of glycerol occurring at a lower temperature than the polysaccharide chain. The mass loss
throughout the entire event is 58.5%.
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Figure 5. Thermogravimetric analysis of the polysaccharide films (a), polysaccharide film with com-
meraal collagenase enzyme (b) and polysaccharide fllm with collagenase produerd using Streptomyces
parvidus (c).

As for the film with enzymes obtained from Streptomyces parvulus (SCF, Figure 5¢),
the mass loss corresponding to the first event is about 14%, a value consistent with the
previous samples. The second event, starting at 173 °C, is related to the onset of the thermal
decomposition process of the film. The total mass loss throughout the second event is 55.8%.
The TGA curve shows two distinct peaks, the first with a maximum of 237 °C and the
second with a maximum of 273 °C. The first peak should be related to the decomposition
process of glycerol, while the second peak is related to the decomposition process of the
polysaccharide chain of the film.
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3.7. Coler and Opadity

In pharmaceutical products, color and transparency play pivotal roles in consumer
acceptance. Table 3 illustrates the color characteristics and transparency of the films.
Notably, all examined films displayed distinct luminosity, primarily reflected in their [*
coordinate values, alongside a discernible hint of yellowness denoted by the b* coordinate,
Furthermore, all films exhibited slight opacity with no significant discrepancies observed
among them (Figure 6).

Table 3. Color parameters L* (luminosity), a* (—a* = greenness and +a* = redness), b* (-b* = blueness
and +b* = yellowness) and Y (opacity) for the polysaccharide films before and after immobilization
(values expressed as average = standard deviation).

Films L a* b* Y (%)

PF 9620 + 01426 0.68 = 0.0262% 663 +£02412° 1341 +0.1988°
PCF 09411 2022174 085+ 00355° 994+ 02687* 1353020024
SCF 9171 + 02490 108 4+ 0.0852¢ 654 +02638° 1363 +02343°

** Mean values in the same column indicated with difterent letters am significantly difierent (P value < 0L05)
Those that have the same letter in the same column are not significantly different (9 value > 0.05)

(a) (b)

Figure & Representative image of the galactomannan film with immobilized collagenase obtained
Streptomyces parvulus on black (a) and white (b) background.
3.8 Mechanical Properties

Table 4 shows the mechanical properties (Young's modulus—YM, tensile strength—TS
and elongation at break—EB) of the galactomannan films without and with immobilized
bioactive compounds (Table 4).

Table 4. Effect of concentration on Young's modulus (YM), tensile strength (T5) and elongation
at break (EB) of the Glms (w/7) films before and after immobilization of collagenases in the flm-
foroung mixture.

Films YM (Mpa) TS (Mpa) EB (%)

PF 376+ 0.145° 229 £ 05054 0.855 4 0.095*
PCF 47 £ 0128 7.65 + 0,450 ¢ 1.015 4+ 0.1954
SCF 5.335 + 0.145¢ 9,05 + 0.850 ¢ 1010 + 0200 =

** Mean values in the same column indicated with different Jetters ane significantly ditierent (p value < 0.05)
Those that have the same lketter in the same column are not significantly different (p value > 0.05)

4 Discussion
4.1. Scanning Electron Micrascopy (SEM)

The scanning electron microscopy (SEM) results provide valuable insights into the
surface morphology of galactomannan-based films under different conditions. It is possible
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to observe in the images generated using SEM some residual granules from the extraction
of galactomannan. According to Armuda et al. [30] MaCl is used to enhance the solubility
of free proteins and ethanol and acetone are used to wash out contaminants and proteins.
Despite these steps in the present study, the film still had visible deformities. Deformities in
pelymeric films after the incorporation of biomolecules can vary based on the specific tech-
niques and materials used. Research has shown that polymer films can exhibit significant
changes in physical and mechanical properties when doped with biological molecules [31].
For example, the adsorption of proteins such as fibronectin can be influenced by the type of
dopant used, affecting the binding to proteins on the film surface [32]. Furthermore, studies
have demonstrated that polymer films can be deformed through the adsorption/ desorption
of molecules, leading to rapid and substantial changes in elasticity [33].

It is noted that the film containing commercial collagenase presented a smaller number
of granules when compared to the film containing collagenase produced using Strepfomyces
partilus. Enzymes designed for commercial use are often optimized for specific appli-
cations and may exhibit a high degree of substrate specificity. This could influence the
enzymatic activity on the galactomannan matrix, affecting the formation and distribution
of granules [M]; in parallel, the collagenases from Streptomyces parvulus interact with a
wider range of components in the galactomannan matrix, leading to a mome diverse and
perhaps uneven distribution of granules [5].

As stated by Cerqueira et al. [35], when carryving out a study with and without the
incorporation of extracts into galactomannan films, it was evident in the films with extract
incorporation that there are some granular, spherical vesicles apparently free of visible
fissures and pores. It is possible to observe in the results that the films with the incorporation
of the enzymes present an inhomogeneous distribution in the film matrix. In the study
by Albuquerque et al. [17], the presence of granules was observed depending on the
type of biomolecule that was incorporated. Therefore, the distribution and characteristics
of granules in films appear to be influenced by the nature of the incorporated enzymes
and biomolecules.

4.2, Thickness and Moisture Content

The thickness of polysaccharide films with incorporated compounds can be influenced
by several factors. Beloglazova et al. [36] observed that the concentration of polysaccharides
influenced the appearance and thickness of the films. Cado et al. [37] reported that the
simultaneous spraying of chitosan, hyaluronic acid and alginate resulted in a linear increase
in thickness with spraying time.

Ramudu et al. [38] states in their study that the grain size increases the film thickness,
which differs from the present study. The thickness of galactomannan films with enzymes
varies depending on the specific enzyme and the conditions of the immobilization process;
however, there was no significant difference between the incorporated and free films.

The moisture content in a film can affect the physical and chemical properties, being a
key parameter when choosing a film for specific applications [39,40]. Enzymes can interact
with the chemical structure of the film once incorporated, which can lkead to changes in
its hydrophilic/ hydrophobic balance [41]. In the present study, a decrease in MC values
was observed in the films with collagenolytic eneymes, especially those obtained from
Streptomyces pariulus. Antoniou et al. [42] claimed that films with compounds such as
enzymes have a more compact structune, which allows them to ocoupy more volume in the
polymer matrix, educing MC values. Slade et al. [43] highlights that the incorporation of
enzymes into films can lead to a decrease in moisture content. It has also been observed that
the encymatic degradation of cellulose films results in a thinner and more diluted interfacial
film, leading to a decrease in interfacial mass over time [44]. Ahmadiet al [45], Cerqueira
et al [46], Ghasemlou et al. [47], and Albuquerque et al. [17] report that the distribution
and proportion of galactose units along the mannan chain may play a fundamental role in

the water content of galactomannans.
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4.3 Water Vaapor Permeability (WVF)

The water vapor permeability of polysaccharide films can be influenced by the irreg-
ular surface of the film, as visualized in the SEM (Figure 1), which could act as a site for
water binding during moisture absorption, thus allowing water vapor to pass through the
film [45,4%]. Salgado et al [50], in their study, observed that the addition of micro,/nano
clays or Cloisite 308 to polysaccharide-based films can affect their mechanical and barrier
properties, influencing both WV and tensile strength. Cerqueira et al. [51] reported that
the hydrophobicity induced through incorporating corn cil into films can alter the film
matrix's affinity with water, subsequently affecting WVT and mechanical properties.

These findings collectively suggest that the surface characteristics of polysaccharide
films play a crudial role in determining their WVP and overall barrier performance, high-
lighting the importance of surface modifications to control moisture absorption and vapor
transmission through the film. Regarding the differences between PF and PCF films, it
was observed that there were few, suggesting that the permeability of the film is not sig-
nificantly affected by commercial collagenase. It is believed that the SCF film presents a
greater difference due to its purification condition; as can be seen in Figure 1, there is still
the presence of several granules indicating that the PCF presents greater purity.

The values reported in our study demonstrated that the SCE in addition to interacting
with the galactomannan film, affected the WVT. Water vapor permeability in a film contain-
ing Cassia grandis polysaccharide with immobilized enzymes can be influenced by various
factors. Polysaccharide films from the Cassia fistuln seed present that increasing ghycerol
concentration in the film increased water vapor permeability [43]. Moreover, enzymes are
immobilized in carriers with water-soluble polymeric substances, forming thin films on
the carrier’s surface, which involves removing water from the polymer during immobiliza-
tion. [51]. In addition, porous polysaccharide-based biopolymers can be designed to have
high porosity, allowing water vapor to pass through their pores or matrix and increasing
the bicavailability of the bioactive compound [52]; the incorporation of biomolecules into
these films can further increase their porosity and consequently their WVFE. These findings
suggest that the water vapor permeability of a film with Cassig grandis polysaccharide and
immobilized enzyme are modulated via the flm’s composition and structure, impacting its
suitability for different applications.

4.4 Contact Angle before and after Ultraviolet Radiation

As the angular values increase, they indicate the presence of a higher hydrophobic
surface [45,44]. Surfaces with contact angles below %07 are considered hydrophilic. From
the static sessile drop method with ultrapure water, the observed contact angles appear
to be more hydrophilic in PF and PCE while SCF is more hydrophobic than the others
{p = 0.05) with a contact angle = 907, Streptomyces parvulus collagenase may have higher
hydrophobicity than commercial collagenases due to differences in composition and pu-
rification. Despite these variations, it still shows sufficient activity and does not affect the
usability of the polysaccharide film. Hence, it is a reliable option for making films with
healing properties, providing a promising alternative in producing biodegradable and
bivactive materials for different uses.

The contact angle of polysaccharide films containing eneymes can be significantly
influenced by various factors, such as ultraviolet (UV) radiation. UV irradiation can alter
the contact angle and surface properties of biopolymeric films, leading to changes in
surface roughness and polarity [53]. Furthermore, Zimoch-Korzycka et al. [54] reported
that the presence of ereymes such as cellulase in polysaccharide films can impact their
physicochemical stability over time, affecting parameters such as water vapor permeability
and tensile strength. Xu et al. [53] found that UV irradiation ex posure decreases water
contact angles in certain polymer films, attributed to the formation and release of surfactants
from irradiated surfaces.

The polarity characteristics of the polymeric surface can modulate the interaction with
proteins and the cell surface at the time of its application [55]). Therefore, the contact angle
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of polysaccharide films with enzymes can vary before and after UV radiation, influenced
by the specific enzymes present and the effects of UV radiation on the film surfaces [56].

4.5 Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The free galactomannan film presented a similar spectrum as obtained by Albu-
querque et al. [21], corroborating that the film originates from polysaccharide from Cassia
grandis seeds.

Exposure to UV rays leads to various effects like breaking bonds [57], oxidizing
groups, and altering polysaccharide and enzyme structures [58]. Research has shown that
the exposure to UV radiation has the potential to induce alterations in the FTIR of collagen-
derived films through a decrease in the concentration of amino acids within the collagen
structure, thereby influencing the overall composition of the film [59]. Despite showing
differences in intensity, Figure 4 shows few differences perceived in the bands presented,
indicating a reasonable resistance of the film to degradation caused by UV radiation.

4.6. Thermogravimetric Analysis (TGA)

All films demonstrated mass loss due to thermal degradation. Mass loss occurs due
to the loss of moisture, the evaporation of water and glycerol, and finally, the decomposi-
tion of the polysaccharide, similar to the results obtained by Albuquerque et al. [17]. The
experiments carried out in this study are in accordance with those reported in the litera-
ture [30,45], indicating specific interactions between film components and enzymes [60],
especially between the enzyme obtained from Streptomyces parvulus (SCF) which demon-
strated slightly better performance compared to the commercial enzyme (PCF) and pure
polysaccharide film (PF) in terms of thermal behavior Panda, Park and Seo [61] highlight
the ability to incorporate materials of organic origin to provide greater thermal stability,
which corroborates the current study.

4.7. Colar and Opadty

The color and opacity of polysaccharide films can be crucial for various applications,
especially when incorporating enzymes. Cerclier et al. [62] introduced a method using
cellulose nanocrystals and xyloglucan to detect enzymatic activity through color changes
in thin films. Kim et al. [63] focused on increasing the opacity of laccase-based time-
temperature integrators by incorporating TiO, and xanthan gum, while maintaining the
color change kinetics.

By strategically combining different components, polysaccharide films can achieve
improvements in opacity and color stability for various applications. According to Diaz-
Montes [64], the utilization of natural polysaccharides, plasticizers, metallic ions and
bicactive compounds may result in enhanced mechanical, barrier, and optical characteristics.
Morreover, concerning Figure 6, it is emphasized that at a macroscopic level, the SPC film
exhibits robust structural integrity, thus indicating its suitability for industrial utilization
and commercial viability.

4.8 Mechanical Properties

YM is a measure of sample stiffness and a decrease in this value indicates a reduction
in film rigidity, leading to increased film deformability [65]. PF was significantly different
from PCF (p = 0.034) and SCF (p = 0.008), but there was no significant difference between
PCF and SCF; in other words, the immobilization of bioactive compounds improves the
film's resistance. TS refers to the maximum tensile stress that the film can withstand. This
parameter is closely linked to the chemical structure of the film and is strongly influenced
by its composition, including water, plasticizers, surfactants, and bioactive compounds
immobilized in the film matrix [66]. PF was significantly different from PCF (p = 0.018) and
SCF (p= 0.009), but there was no significant difference between PCF and SCF regarding TS.
EB, which refers to the film's flexibility, did not show any significant difference between
any of the films (p > 0.05).
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The mechanical properties of polysaccharide films can be significantly influenced by
wvarious factors, such as manufacturing techniques, compaosition, and additives [67]. Zhang
et al. [68] observed that the incorporation of phenolic acids into soluble soy polysaccharide
films increased antioxidant and antibacterial properties while also affecting mechanical
strength and water vapor barrier properties. Fu etal. [69], in their study with films made
from com starch and Tremella fuciformis polysaccharide, demonstrated varied mechanical
properties based on the proportion of components. Lazo et al. [70] observed that polysaccha-
ride films derived from chafiar fruit polysaccharides showed good mechanical properties,
thermal stability, and biodegradability, making them suitable for various applications.

5 Conclusions

The outcomes elucidated in this investigation support the conclusion that the use of
polysaccharide films derived from the Cassin grandis plant, whether in their pure form
or combined with bicactive enzymes, epresents a promising approach for application in
wound management and tissue rejuvenation, with potential implications reaching into
the realms of healthcare and the cosmetic industry. The analysis using scanning electron
microscopy unveiled variations in the surface morphology of the films, thus verifying
the presence of specific interactions between polysaccharides and enzymes, potentially
impacting the distribution and development of granules. Furthermore, the films exhibited
uniform thickness and moisture content attributes, with the permeability to water vapor
being dependent on both the film composition and the characteristics of the enzymes
incorporated within. Films containing encymes derived from Streptomyces parouius (SCF)
and films with commercial enzymes showed no significant difference, but it is highlighted
that the collagenase obtained from 5F is easier to obtain using fermentation methods,
underscoring the significance of the eneyme origin in the formulation of these films, The
findings also revealed variations in contact angles, indicating differing hydrophobicity
levels among the films with potential implications for surface properties and interactions.
Momeover, the Fouriertransform infrared spectroscopy (FTIR) analysis provided insights
into chemical interactions between the films and enzymes, with UV radiation demonstrating
minimal effects on the film composition. Additionally, thermogravimetric analysis (TGA)
highlighted differences in thermal behavior, suggesting variations in the degradation
process influenced by enzyme incorporation. The authors highlight the significance of this
research as a crucial milestone in the analysis of the film, with promising implications for
future ex periments in different scenarios
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os filmes de polissacarideos de Cassia grandis com colagenase imobilizada de
Streptomyces parvulus (DPUA/1573) demonstraram propriedades fisico-quimicas promissoras
para aplicagcdes biomédicas.

A caracterizacdo fisico-quimica confirmou a incorporagdo bem-sucedida da colagenase
e a presenca de grupos funcionais essenciais, bem como demonstrou um aumento na rugosidade
da superficie, sugerindo uma interacdo aprimorada com o tecido. Estas caracteristicas sdo
particularmente vantajosas para a aplicagédo em curativos, pois melhoram a ades&o ao tecido e
a eficacia do processo de cicatrizacdo. A estabilidade térmica e mecanica dos filmes, reforca
sua viabilidade em ambientes clinicos.

A capacidade de liberar colagenase de forma controlada pode acelerar a remocéo de
tecido necrosado e promover a regeneracdo da pele, reduzindo o tempo de cicatrizagdo e as
complicagbes associadas as queimaduras. Além disso, a biocompatibilidade e
biodegradabilidade de filmes de polissacarideos minimizam o risco de reacGes adversas,
tornando-o0s uma opcdo segura e eficaz para o tratamento de feridas complexas.

Portanto, a continuidade de pesquisas nesta area, incluindo testes in vivo e otimizacao
das formulagdes, é importante para validar a eficacia clinica e ampliar o uso desses biomateriais
inovadores no tratamento de pacientes queimados. Com base nos resultados promissores deste
estudo, os filmes polissacaridicos de Cassia grandis com colagenase imobilizada Streptomyces
parvulus (DPUA/1573), tém o potencial de transformar as praticas atuais de tratamento de
queimaduras, oferecendo uma solucéo eficiente para a regeneracédo tecidual e cicatrizacdo de
feridas.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Reywords: Thrombosis is a dang dition that can result in major damage. Fibrinolyti are signifi
Protease activicy therapeutic agents for thrombosis. This study fooused on MSFE, a fibrinolytic me from M. subtilissimus
Fibrinolytie therapy UCP1262, exploring its physicochemical traits and the impact of gamma radiation ca its activity. Investigations

Gamma radiation

included: fibrinogenolytic activity, effects of solvents and ions, gamma rays, enzyme shelf life, FTIR, CD, clotted
times determination, and enzymatic kinetics, Natably, the major results ol d show the p retained 90
% activity in organic sol FTIR indi d carboayl f I groups and Circular dichroism spectroscopic
studies indicated that the secondary structure (Bsheet) of enzyme remains mostly unaffected over pH 2.0-9.0,
h Sderable changes were observed in the tertiary structure. Kinetic analysis revealed altered pa-
-rradiation. Gamma radiation initially enh d enzyme activity (10 kGy) but progressively
decreased beyond 20 kGy. Metallic jons, especially magnesi 1gr d irradiated enzyme activity. This
study highlights gamma radiation™s 1 ial & a modul for enh d filwinolytic activity, suggesting future
biomedical applications.

1. Introduction

The obtaining of p with fibrinolytic action can be carried out

Pibrinolysis iz an ial p in the human body's homeostaziz, by different app hes, with mi i being one of the main
rewponublefowdnnlvmgblnoddoafameddmmgtbebloodmagu for lly producing these upmofdmirmrviv:l
lation process [1]. Ia thiz fibrinolytic p play a funda- and & 3 hani with the envi [sl. H , for
mmulmlemwnmmglwmmw,udwycmhu:kdmﬁbnu. fbrinolytic p to be used effectivel ,uucucnlwpufomthw
the main comp of clotz, ing 1 blood ci ion [2]. The detailed ch ization. Ch izati 1 the lyziz of
search for proteases with thiz activity has i greati t, both in biochemical I, and functional p iez of theze enzymes,
dumdxxlﬁddam!mdmphamuemxalmdmny,duem:hm llowing und, Jing their umluchﬂmcomhmﬂun
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is ial for op g the best
producing sources, and developing uafe and efficient ther;pe\m: for-
mulations [4).

Process Biochemisery 143 (2024) 13-22

enzyme to 6.7 mg/mL of BSA (Bovine Serum Albumin) in 50 mM Tris-
HCI buffer (pH 7.5) containing 150 mM NaCl. The influence of human
nlbumn[67m3/ml.) provided by the Biotecnology and Blood De-

M, , the ch of fibrinolytic p iz also R h Lsb v (LbHemo) at the Pederal University of
umn:lforthemdvofdmudm:lapphabdxw& 71. Und d P buco, waz also eval i. After the addition of 10 pL of chro-
ing their ph ki ies, such a: bicavailability and WNWHBMJ the absorbance at 405 nm was monitored at

halfhfe,uwelluevaln:nnsduzufelynddﬁcuvmexpenmenﬂl
models, are crucial steps in the devel of fibrinolyti

based on enzymes [5]. Thiz characterization iz vital not only fox
advancing therapeutic development but alzo for establishing the eco-

nomic value of fibrinolyt in the ph ical induatry,
gwuuh:zd:e:een:ymnlxﬂdgrwvalue for developing innovative and
effective th &l. An le of fibrinolytic p widely
known ially as Nattoki The global Nattoks rket waz

valued at US$ 32.64 million in 2022 and iz anticipated to reach USS
52.02 million by 2029, witnessing a CAGR of 7.97 % during the forecast

period 2023-2029 (Olobﬂ N: ki Marke: R h Report, 2023).
Bevond : i DARNE) hes, the uze of
diation, such az g Jiass hu been zshown to be a
promm.ngtoolmd:e ion and ch ization of p [9l.
Gamma radiation can cauze d to biological molecules, but it can

be uzed to obtain proteazez with d.lffeunx potentialities, including
fbrinolytic activity, & cnbxhty, or specific characteriz-

57 °C for 20 minutes according to Park et al. [12].

2.5. Influcnce of organic solvents on fibrinolytic encyme activity and
seability

Activities were uaeued followu:g the method of Hazsanein et ol
[14], where pr were incubated uzing the sol ethyl ether,
ethyl ooy 1 jirile, and methanol
all at a concentration of 20 % (v/v) at 37°C for 30 minutes. Additionally,
the effact of solventz on encyme stability was investigated at 4°C and
25°C over a period of 0-30 dayz. For the uze of a control zample,
phosphate buffer (pH 7.0) was used in encyme dizsolution.

2.6. Fibrinolytic engyme shelf life

The chelf-life freeze-dried encyme (stability under ambient condi-
tionz) waz analyzed over the period of 0, 7, 15, 20, 30, 60, 120, 240, and
365 dayz and ding to 25°Cand 4°C. Ateach

time :m.l temperam.te, nmplu were taken for fibrinolytic activity
d di in ecal [14].

ticz of i with sub Thech of these

pared to the original p , allows und ding the 1
mdf\mmnnalchmgendntocm,umﬂuthgu ," Sonz for
fibrinolys [10]. Therefore, the obj =ofdznworknche
phyzicoch lm‘lk Yooical ch jzation of a fi lytic pro-
tuuvaducdbvd:ef\mgua Mucor subslizzimu: UCP l.ﬁ"andto

itz p ial 3z an adv agent in thrombolytic p 7.

2. Methodology

2.1. Chemical: and reagents

g to H

2.7. Steady-store fluorescence spectroscopy assays

dy il 1,

For of 0.2 mg/mL,
equivalent to 10 M of protein, were prep:red at different pH values (4,
5,6,7.2. 8,9, and 10), using the following buffers: 0.1 M sodi
(4*’pH-’5)0]Meo‘hmnphocpham(6 pH < 8) and glycine (9 < pH

< 10). The proted were ob ] by fixing the
mkﬂg&at&&?m Theemwanvpecnwueobmnedby
P g the protein at 280 nm. All spectra were collected uzing an

Various chemicals and reagents were employed in the i 1

procedures, including solid-state fermentation with Mucor subtilissimus
UCP 1262 were purchaced from Kasvi (Parana, Brazil). Bovine Serum
Albumin (BSA), triz, phosphate, DEAE-Sephadex A50 ion exchange rezin
were purchased from Sigma-Aldrich (Merck, Darmatadt, Germany). All
other chemicals were of analytical reagent and chemically pure.

2.2. PFibrinolytic engyme production and purification

excitation slit aperture of 0.25 mm and an emiszion alit aperture of
6 mm. Analyzes were performed under three conditions: before heating
at 20°C, after heating at 80° C, and after cooling to 20°C again for each
pH.

2.8. Determination of coagulation time:

The study analyzed prothrombin timez (PT) and partially activated

The Abrinolytic protease (MsFE) under investigation waz produced
and purified following the methodology outlined by N: etal
[11]. The product involved zolid fe utilizing
Mucor subtilissimus UCP 1262 with wheat bran az 2 substrate. Subgce-
quendy plm.ﬁanonwuachewd through DEAE-Cephadex AS0 ion

hy in a glase column that had been
pre-equxhbnud with 125 mM sodium phosphate buffer at a pH of 7.0.

2.5. Fibrinogenolytic activity

The fbri lytic activity waz d) ined ding to Park et al.
(12l Thgmxnonwumb:mdasrcugmg lOOOug/mLofﬁbtm
ogen and 5.0 pg/mbL of protease. During the reaction, aliquots of 20 pL
were taken at times of 0, 1, 3, 5, 10, 20, 50, 60, 90, 120, 150, 130, and
240 min The reaction was stopped by adding 4.0 yL of SDS-PAGE 6X
buffer and heated at 100°C for 3 min. The resulting productz by hy-
drolysiz (10.5 yig) were analyzed by SDS-PAGE az described by Chang
etal 131

2.4. Bffecs of serum clbumin on engymatic activity

The reaction was carried out by adding 0.5 pg of the fibrinolytic

hrombopl times (aPTT) using a semi-automatic BFT Il coagul-
ometer (Dade Behring). Plazma was obtained from the whole blood of
healthy individuals with 3.2 % sodium citrate as an anticoagulant. Blood
waz collected by wenip and ifuged at 1.726xg for 15 mi-
nutes at 25°C. PT and aPTT assays were controlled using saline solution
(0.9 % NaCl) and pl foll I by the addition of specific reagents
(Thromborel S and Thrombin-Dade Behring for PT, and Dade actin
activated cephaloplaztin xeagent-Dade Behring and 0.025 M calcium
chloride for aPTT). To eval the lant effect, the fibrinolytic
proteace was used at a concentration of 1.0 mg/ml, including a verzion

supplemented with Mgz‘ ion.

2.9. Circular dichroism

For circular dichroizm (CD) assays, samples prepared exactly the
same way az in steady-state fluorescence spectrozcopy were uszed to
v otr inp at different pH and tempera-

ture values. Meagurements were taken using a JG15 CD spectropho-
(Jazco | P d, Baston, USA) at wavelength intervals
between 200 and 260 nm, with ellipticity monitored every 1 nm and a
mrpmsenmof”nemmh,at;xmmgvpeedof“nm/m»uhe—
wrere taken at 20°C, 80°C, and again at 20°C for

q ly,
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all pH values.
2.10. Fourier transform infrared zpe Py (FTIR)
The films were ch l by Pouri e infrared spec-

troscopy (FTIR) on a Bruker FT-IR VERTEX 80/80 v (Boston, USA) in
A d Total Refl (ATR) mode with a platinum erystal
acceszory between 200 and 1800 cm ™', using 16 scanz ata lution of

Process Biochemisery 143 (2024) 13-22

In thiz senze, the effect of the MaFE produced by Mucor subtilizsimus
UCPI.A'.’onEbnMgmunbeobuxvedea 1 w!urenupoulbleto
p that fibrinogen was fra d in 2 time-d
The protease was previously purified, Iyophahmd,and'vb]ecudto
purification testz, such az SDS-PACE, az described by Nascimento et ol
[11], which can be observed in the same. The @ chain was completely
degraded in 20 minutes (Fig. 1A), followed by the § chain, and after
120 the ¥ chain (Figs 1B and 1C). This degradation highlights

4 cm™’. Data analysic was performed wsing OraphPad Prism 5.00.288
software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

2.11. Gamma radiation cffects on fibrinolytic protease

The purified and freeze-dried MaPE (5.0 mg/mL) was dissolved in

the anti 1} flicacy of the resulting in low molecular
wexghﬁ fragments (17-24 kDa). The priority in degrading the u chain iz
b itis ible for ting binding pointz b
theliand’{chum[lv]
According to Souza et al. [19], the fibrinolytic encyme of Serratic

25 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, :.ndmm.femdhobomahtne
glass vialz (16-125 mm), which were frozen and 2ub -} diared

waz alzo able to hydrolyze all the chainz of fibrinogen. The
authon reinforce dnt thiz makes them direct-acting en:vms, differ-
g them from p i acti such az streptol Their

under atmoszpheric preszure O using a3 Gammacell 220 Excel 60Co
gamma ray irradiator (Ontario, Canada) with doses of 0.01, 0.05, 0.1, 5,
1,5, 10, and 50.0 kOy at a rate of 12.5 kGy/h. After irradiation, protease
:mvxtywu:naly-.gd according to Ginther ez al [15], where the reac-
tion 125 L of aub (1% wiv in) and 15 L of the

le. This waz incubated for 1 hour in an oven at 30°C and
mrpped by adding 1.0 mL of 10 % w/v tichloroacetic acid (TCA).
Subsequently, the samples were centrifuged for 5 min 2t 10,000 rpm. To
the supernatantz, 0.2 mL of 1.8 N sodium hydroxide was added, and the
reading waz taken at 420 nm on a spectrophotometer. Activity was
determined considering one unit of enzymatic activity (U) az the vari-
ation in abeorbance of 0.1 in one hour.

2.12. Ionic infl in radiated and non-irradiated pr

The irradiated protease at a dose of 10.0 kGy was subjected to con-
centrations of 1.0, 2.5, and 5.0 mM of iron, copper, and magnezium ionz
(these ionz were chosen bazed on previous studies according to Nasci-
mento ¢t ol. [11], where a kinetic curve of up to 90 mi of

Juectacuon bringz :dv:nn,ges avoiding side effecnnuchn pl:ne.le:
activation, as reiterated Souza eral [19], & g the d d

of:ﬂchnn:bypmueobmngdfmm?emaﬂumv.%theoﬁh«
hand, Costa et al. [20], when studying the venom of Bothropz alternatus,
obzerved degradation of the @ and fi chaina, but it waz not pozible to
obgerve the degradation of y. Similarly, Madhu & Sharada [17] were
able to completely degrade the « chain, but only partially reached [} and
Y when using protease from Cucumis dipzaceus. These resultz demon-
strate the imp of ztudying and i ing in the production of

P by

3.2, Bffects of serum albumin on engymatic activity

Albumnnhem:bund:mmmmhummwphma,
pproxi ly 55 % of the total protein content [21].
Thueptommaanaffecnheume, acuvuy :mlaﬁmtyofﬁbmw-
lytic proteases, acting as direct i or the
of the coagulation system [9]. However, in the presence of bovine serum
lbumin (BSA), the studied p did not undergo any significant

ture

was made). The ! group waz defined az the encyme ata -

J (99.37 % + 0.023) compared to the control (100 %). Az for the

tration of 5.0 mg/mL in contact with the ion solution but without irra-
diation. The resultzs were expressed in U/mL of enzymatic activity
obtained.

2.138. Bncymatic kinetics

A Michaeliz-Menten graph was uzed to 1 b
tration and protease activity to define kinetic parameters such az Vmax
and Michaelis constant (Km), and a Lineweaver-Burk graph was gener-
ated. Six different concentrations (2, 4, 8, 10, 16, and 20 g/L) of azo-
casein (Sigma-Aldrich) dissolved in 0.2 M Triz-HCl buffer (pH 7.2) with
:ddmonal lO—SMCaCLmundmlhuemﬂzmmlh«lfox
ivity was used to determine the enzyme’s kinetic

EP

parameters.
2.14. Stotistical analysis

All data analysiz and graph development were done using Origin
2018 and GraphPad Priam 10.

3. Results and diseussion

3.1. Fibrinogenolytic activity

pr of human albumin and it also d itz enzy-
matic uuvu'y (98.14 9). Thiz suggesta greater stability against blood

Ito such as the serine protease produced
byz\grot_yﬁtm wh:d:m.unumadonly%59t 1.3 of itz activity in
the prezence of BSA uconlmgtohetal.[ll‘,puununguzelfu:ufu
and more effective option az

3.3. The stability of fibrinolytic cngymes in organic solvents

Ing l, the p d stable ag the tested :olvenu.
Tluueremlhmggentlu of the "z confi Li
et al. [22] shows that the substitution of some water molecukn with
organic molecules in an encyme can stabilize itz structure. Notably,
there waz lesz variation with ethanol at both tested temperatures, azwell
az acetone with residual activity up to 90 % at 4°C, surpasing Li ez al
[22], which had about 47 %. Fiz. 2A reveals that after 50 minutes of
upoam:odxffmnrgam: L , the I active, with
activitiez above 100 % when expozed :oethyl et.berand::eme ac-

ding to [23] exp of to at
opwwk&hm&mwabmeaulyncw
hrough local changes at the binding region. In Fig. 2B it is chown that
Jmsodmofwe,dxeﬁhmdyucmueptmedmdun
80 % of itz activity in all zol P , no zignificant
changemuzymgnublhtywan;dennﬁgd:fmrsodmmmhmnmdu

The development and characterization of Hbrinolytic ensy
ial in mod Jicine. In additi mthga.bduvmdumlvedm
(fibrinolytic ity), the eval of fibri tic y allows
derotanding the enzyme'a ability to modulate clot f from the

begmnmgof:bepmn providing an und
role in hemostaziz [16,17].

ding of the s

lyzed, which agreez with studies carried out on the
:henn:lmhh:yof:hgm:yme['l] Given the interest in effective and
i lutionz in the i v, and the imp of p
purification processes for applxaumm:hephummuuul l.ndnxcy,
nexpectedduldu' i for p to
will to i since ol c:nbeuudinduwoceuof
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Fig. 1. Eval

of fibrinogen hydrolysis th
90 minutes; C - 120, 150, lmmd240mlnnlu.

ob::mmgthupmmyme["-ﬂ Thuduncnennm:ahomakuu
Il\b v m'r‘l

where non-aqueous ccndmou are ofmnnqmmd [25).

3.4. Bffect of MzFE on clotting time determination

The M:zFE waz less effective pared to streptoki which waz
used az a reference point az zeen in Fiz. 5. H , the p howed
a prolongation over time during the d partial thrombopl
time (aPTT) tests, suggesting inhibition of the intrinsic or
coagulation pathway [26.27]. Regarding the prott bin time (PT),

there was less sensitivity to time, even at high enzyme concentration
(PFig. SB), zuggesting that the Abrinolytic protease affactad the extrinzic

ag pathway less. Previ Jies have suggested PT prolon-
gation, indi ",duzd;e ¥ can block the activation of the
agulati je by inhibiting the @ with factor VII [28].
Conzidering the p fibrinogen degradation results, it iz understood

that the fbrinolytic p ltered the thrombin action zitez on
fibrinogen or affected the fibrin polymerization zitez [29,20]. According
to Da Silva [31], the fibrinolyti produced by Mucor subeilizsimusz
UCP 1262 iz a srong candidate to b a medicine for the

of thromboziz, due to itz ability to dissolve clotz without any

Process Riochemisry 143 (2024) 13-22

20 3 60 %0

as a function of reaction time. A- Control, 0, 1,3,5 and 10 minutes; B - 20, 30, 60 and

agent. Thiz means that al gh the fibrinolyti may not be az
eﬁecuveuunepwkmmmduwlvmgblocddou it can be considered
safe in terms of itz impact on blood

Proteina can deviate from their native duem folding,
leading to phenomena such a2 aggregation, where p bi
precipitati i ;: andfamaolnle,cranu]mted
hemical degradati Tlu-e tend to & the effecti
mdhngew!yof:pmem[sa] In thiz senze, the stability of the fibri-

ytic pr waz analyzed at two temp over a period of 1
year.

In Fig. 4, it is possible to ob that the temp of 4 C showed

to be much more impactful on the stability of fibrinolytic activity,
reaching a total of 33.14 % of residual activity after one year of analyaiz.
In contrast, at 25°C, about half (48.66 %) of the encymatic activity was
preserved. The los: of enzymati ivity at low temp canbe a
rezult of protein denaturation, aymﬂxunnn,ww[3435]
Aligned with thiz, Levi and Levi [36] also highligh

pmumtmdhdﬂwdwwnakrwnempﬂ;mﬂ.

3.5. Circuler Dickroizm (CD)

Grcuhxmhmm(m)aﬂwa&eﬂﬂmofthed:m-

complications. di and integ ,of, , which iz crucial for
The proloagation of PT and aPTT by the p iz like pr the of enzyme-based drug develop and production. In
diez, for le, Choi identified a fbrinolytic p ﬁun"pl- ddition, CD iz a valuable tool for itoring the impact of eavi

md:hpolyﬂlumdlmbnged:mmdmgmummgn!meﬁea
However, this effect waa reduced after heat Similarly, Zhou
et al [32], described the prolongati o(ammvmmﬁhmdym
encymes, suggesting possible zafety of the pr 2z a thrombolytic

mental factors such az pH, for example [37], since charge changes
resulting from pH changes can affect the aboorption of circularly
polarized light [33].

In the precent study, the previously purified MzFE waz analyzed by
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Fig. 2. Influence of arganic solvents an the stability of the enzymatic activity of the fibrinolytic enzyme at temy of 4°C and 25°C over different analyzed time

periods. [A] Assessment of activity at time 0 and [B] assessment of activity over 30 days.

CDudxﬁeempHa (Fig. 5). hTru-HCl buffer pH 8.0, the enzyme UV range (260—]70nm) dnrm -helical, §| (frcheet), and dizor-

its range, evidenced by the  dered S ing signals from tryptophan, tyrozine,
abmbanoemge"l&-.%m. suggestive of a f--cheet structure. The and phenylalanine. At pHs, 1 dizorder and data inter-
difference in aboorbance A(1)}A® in CD studies iz small (0.0001), cor- fe are ob d (Fig. 5), agreeing with studies that chow reduced
responding to an ellipticity of 1/100 of a degree. CD spectrozcopy in the Jyti ivity at pHs ide the optimal range [11]. Similazly,
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Fig. 3. Comparison of the protease and a control Streptokinase [irradiated (10 kGy) and nonirradiated] on the ¢ cascade, intri and i h
#) APTT (activated partial thromboplastin time). b) Prothrombin time (PT). R - Relation b the sample clotting time and the coatrol clotting time. Thrdau

represent means + SDs, n=3.

Thli

Thakrar etal [39] alsop 1
the prezence of l-chest.

withan profile and

3.6. Pourier transform infrared spectrascopy (FTIR)
The FTIR profile of the purified MsFE led disti h
wmthemfruednpec:mm (Fig. 6). O-H stretching baadn

oboerved at 1668 cm ™!, indi dae of carb.

m

Pt A

molecular modification in the field of drug discovery. In the context of
radiotherapy, it has bee:foumld:nwvuxomemhhwn, such az
MOIS"mmnetheeﬁa:yof Jiation by g the
nese ide di (VIn»OD) [4"] lom:xns
ndanonuungcob:!tw gammany;u:uumlm«bod for sterilization
and decontamination. Theze rays can penetrate more than 50 cm,
king them suitable for thick and high-denaity products [43].
\hhen different dozes of gamma radiation (10 Gy to 50 kGy) were
pplied to the fibrinolytic pr Lith ident that 10 Gy

grvupn.Adeaxvxbnnm:z 1514cm suggests a p
ibly C—C bondz in aromatic rings. The

P P

er
iz

ndumnmmmd:hgm:ymcamuybymdloﬂ,whﬂefmm

of 1 by the ab peak at 1303 cm™ . 20 Gy onwards, there waz a progr
Fmally,thenbaocpuonbandu713cm suggests the presence of C-Ci :lmtlmeulym:hcheradumdoce,:hmngdntponably&en—
or C-Br bonds, in organic halides. These results provide valu- diation affected the p and i
able inzights into the . and of the p aiding Similarly, the lectin 'fromt’hﬁmpyrﬂoﬁnprmtulmm!
sothe b PRy ding of itz functional N ulamof anticoagulant and hemagglutinating activities, depending on
a A, g S R s dulevd;of to diation [44]. Bl-Beltagi et ol [45]

such tability, c p 1 and zub specificity [40]. P =

e > ¥ ] in their studies that 3 doce of 20 Gy waz able to cause a

wabolic modxﬁ' tion of antioxid lefe ¥ ( b

3.7. Gamma rodiction cffect on protease activity s -y o and ARz )in v (R

S ktdnte Aot e Botsi ok i R musoﬁtmdnL)ﬂm:\ﬂmma.O:ngnaL,[lO] hghhghuﬁ.uamnu

= ! iz can ies of rice

[-Il] bu:hxghtloosc:nmhbndume Song et al, [9] :uggeecdnz
diation haz the p ial to be developed 2z a tool for

protein, such az solubility, wm md oil hold.mg :;puxty and
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Fig. 5. Circular dichroism spectra obtained for fibeinolytic protease at different
PH values at 20°C. M were ded as an ge of 8 scans for
protein solstions of 0.2 mg/ml, at 25 °C. length intervals b 200
and 260 nm, with ellipticity monitored every 1 nm and a respoase time of
2 seconds, at a scanning speed of 50 nm/min.

emulification activity and stability when applied at low doses, in thiz
% highlights the i of Fasth i

way, the p P on
the implication of g Jiation on fbrinolytic p.

Pervan eral. [46] cites that Jiation d the
activity of the 26 Sp from 20 Gy dz. High-doze g

radiation breaks bonds in the polypeptide chain generating free radi-
calz, oxidation, and damage to the protei [47]. Pree radical
preferentially attack amino acidz, aromatic acidz, and dizulfide bridges
in the surrounding medium [43] with little impact on residues suzcep-
tible to direct radiation [47], mainly cleaving intermolecular forces
b in subunitz, leading to pol ide chain breaks.

POSYPEP

3.5. Bffect of divalent ions on protease activity under irradiation

We can cee in Fig. 7 that all three ionz studied (iron, copper, and
ium) enabled an n ivity after irradiation of

(4 and 25°C) aver a period of one year.

1800 1600 1400 1200 1000 RO 600 400 200 O
Wavenumber om -1

Fig. 6. Fourier transform infrared spectroscopy (FTTR) profile of the fibrino-
Iytic p A d Total Refl (ATR) mode with a platinum
u'ynahctmwybdmmo:ndlm:m".minsl6mllansulndmo(
4 cm™", Data analysis was performed using GraphPad Prism 5.00.288 software
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

e 10Gy +Fe
— | OGy +Cu
— 110Gy +Mg

& 8 R 8

o

Protease Acivity (LimL)
3

200 a0,0 60,0 50,0 100,0
Time (min}

Fig. 7. Protease activity after 10 Gy radiation in the presence of 2.5 mM iron,
coppes, and magnesiam ions.
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10 Gy, p sally i ing the efficiency of the p It iz believed,
then,dux:hgeﬁ‘ectolndnnonmdupmeb.\ncaundach;ngem
the enzyme’s active zite and enabled a greater enczy b ratio,

which can be confirmed when we analyze the results of Nascimento ctal.
[11], where the same pmmumthoutndnnonmhad:nmmm

of 38; 100 % and 71 % on ic activity on copper, mag: and
iron ionz, respectively.

It iz evident that the magnesium ion p d a zignifi
in relative activity az it l in with the

Arru!uxedprotux,alhm 524 % increaze in the activity of the

d to the 1 and obtaining the g
:mputcompued;odmodurmmmlmmmummhnn
advantage of being a zignificant catalyst when compared to other
competing metals. These resultz are in line with those reponed by
Annamalai ez ol. [49] who observed a stimulating effect of Mg®* ion on
Tkali btained from Bacillus firmus CAS7. Similarly,
M;hak.\nad. [50], presented the same effect in alkaline protease ob-
tained from Bacillus gibsonii 6B515—4.

3.9. Kinect parameters evaluation

Fig. 0 illustrates the impact of azocasein concentration on the
rate lyzed by the purified MsFE. The enzyme
kmen:pmmndmvedﬁumtheana}ymwmufo]bwn \'mu_
100.30 U/ml; K = 7.59 mg/mL. When compared to the
kinetics of the zame p irradiation, 30 described by Gomes
etal [51](Vmax= SSSSSU/mg'K.m 2.35 mg/ml), it iz evident that
the irradiated proteace exhibits a higher affinity. Thiz higher affinity is
indicated by the lower Km value, signifying a greater enzyme-substrate

affinity. The it with the Michaeliz-M, quati ielded an R2 of
0.98, indicating a satisfactory fit.

It iz known that the behavior of an enzyme in relation to itz qub
isinfl d by forcezb the sub lecule and the
atam:m:been:ymcwacnve:me [5"] ltnnmewm‘dtydu:evenalm

di the three-di of the

Mnmmexamcmm:ﬂmdhwedahsbdegmeof
and quently, great affinity with the asocasein
substrate.

Az observed in Fig. 0, there iz a high initial rate of proteolytic reac-
tion from 2 to 14 mg/mL, when many bonds are broken. From a con-
cennamoflsmyml..a:unona:yphnenobamd promoting a

in the Thiz hydrolysiz curve was similar to those
obtained by Holanda & Netto [53]. Kurozawa et ol [54] states that thiz
profile of enzymatic hydrolysiz curve can be associated with various

Process Biochemisory 143 (2024) 13-22
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RESUMO

As doengas cardiovasculares sao um sério problema de saude
global, causando intimeros 6bitos a cada ano. A trombose € uma
complicacdo grave dessas doencas, levando a acidentes vasculares
cerebrais (AVC) e infartos do miocardio. Os tratamentos atuais, como
anticoagulantes, siao caros e podem apresentar efeitos colaterais.
Assim, as proteases fibrinoliticas de origem microbiana surgem como
uma promissora inovacao terapéutica. O presente captulo apresenta
uma abordagem atualizada obtida a partir de pesquisa conduzida
em bases de dados cientificas. As proteases fibrinoliticas de origem
microbiana tém sido identificadas como uma alternativa terapéutica
promissora para o tratamento da trombose. Elas tém mostrado alta
eficacia na dissolucao de coagulos sanguineos e menor risco de efeitos
colaterais. Além disso, sua producdo por microrganismos permite a
obtencdo em larga escala e o uso de residuos agroindustriais como
substrato, tornando o processo mais econdmico e ambientalmente
sustentavel.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares; Trombose; Proteases fibri-

noliticas; Microrganismos; Tratamento terapéutico.
1. INTRODUQAO

As doencas cardiovasculares representam um grupo sig-
nificativo de problemas de satde que afetam o coragao e os vasos
sanguineos, sendo responsaveis por muitos obitos em todo o mundo.
Entre as complica¢cdes mais graves associadas a essas condicdes esta
a trombose, caracterizada pela formacao de coagulos sanguineos

em vasos sanguineos, que podem resultar em acidentes vasculares
cerebrais (AVC) e infartos do miocardio (BENJAMIN et al., 2018).
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Atualmente, existem diversos tratamentos disponiveis para
enfrentar a trombose, incluindo anticoagulantes, drogas antiplaque-
tarias, agentes fibrinoliticos e procedimentos cirtirgicos. No entanto,
o valor desses medicamentos pode ser muito alto, segundo Denardin,
Borba & Mendes (2021), o custo do tratamento para tromboembolismo
venoso usando anticoagulantes de via oral por 90 dias pode chegar
ate US$249,00 ou aproximadamente R$1.300,00. O desenvolvimento
de novos tratamentos e terapias mais eficazes € de suma importancia,
buscando maior qualidade de vida aos pacientes e ampliar o acesso a
medicacao (ADIVITIYA & KHASA, 2017).

Neste contexto, as proteases de origem microbianas surgem
como uma inovagao terapéutica promissora para o tratamento da
trombose. Essas enzimas, produzidas por microrganismos como
bactérias, microalgas e fungos filamentosos, tém mostrado grande
potencial para dissolver coagulos sanguineos de forma eficaz e segura
(KUMAR et al, 2019). Embora ja existam proteases fibrinoliticas
sintéticas ou de origem animal disponiveis no mercado, a busca por
alternativas mais especificas, seguras e acessiveis continua a crescer.
Uma das fontes promissoras dessas enzimas sao 05 microrganismos,
que tém se destacado pela producao de proteases fibrinoliticas de alta
estabilidade térmica e de pH, além de maior eficacia e menor risco
de efeitos colaterais. A utilizacdo dessas proteases produzidas por
microrganismos oferece beneficios econdmicos e sustentaveis uma
vez que sao facilmente produzidos em larga escala e podem utilizar
residuos agroindustriais como substrato, além de evitar riscos de con-
taminacao por agentes patogénicos (CHILAKAMARRY et al., 2021)
A continua investigacao nesta area pode levar a avancos importantes
na medicina cardiovascular, oferecendo novas esperancas para a
prevencao e fratamento de distarbios tromboembolicos (BAJAT et al.,
2014). Desta forma, este capitulo aborda os mecanismos hemostaticos
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da circulagao sanguinea e os problemas que podem atrapalhar esses
mecanismos, bem como algumas das terapias emergentes que usam

metabolitos de microrganismos para este fim.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Cascata de coagulacao

A cascata de coagulagio € um mecanismo importante na
hemostasia, e diversos transtornos sao derivados de dificuldades em
seu processo. A coagulacao € dividida na formagao de fibrina, funcao
plaquetaria, fibrindlise e anticoagulantes naturais. O processo de
formacao de fibrina na cascata de coagulacao consiste em uma série
de reacdes enzimaticas projetadas para amplificar o efeito do trauma
inicial na formacao de um tampao. Durante a lesao vascular, o sistema
de coagulacao é ativado e resulta na conversao do fibrinogénio em
fibrina que € insolavel e forma uma rede tridimensional que estabiliza
o coagulo sanguineo, essa acao € mediada pela Trombina (TANAKA
& DAVIE, 2008; MOSESSON, 2005).

Em contrapartida, a fibrindlise € um processo que degrada o
coagulo sanguineo para permitir a recuperacao do fluxo sanguineo
normal. A fibrinolise € mediada pela enzima plasmina, que € gerada a
partir do precursor inativo plasminogénio pela ativacao pelo ativador
de plasminogénio tecidual (t-PA) (DELOUGHERY, 2019).

Ademais, existem varios anticoagulantes naturais no
organismo humano que ajudam a regular a cascata de coagulagao e
prevenir a formacao de coagulos sanguineos indesejados ou o desen-
volvimento de problemas mais graves, como a Antitrombina III (AT
III), que inibe a acao da trombina, Proteina C e Proteina S, que inativam
os fatores V e VIII, diminuindo a formacao de trombina, Inibidor da
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via do contato que inibe a ativacao do fator XII e Heparina que atua
como um anticoagulante por meio da inibicao direta da trombina e do
fator Xa (BLOMBACK & ANTOVIC, 2010).

Uma vez que € um evento complexo e dependente de varias
etapas e fatores, diversos problemas podem surgir na cascata de
coagulacao, resultando em distarbios hemorragicos e tromboticos. A
compreensao desses processos € fundamental para o desenvolvimen-
to de novas terapias para tratamento desses distarbios.

2.2. Doencas Cardiovasculares e Trombose

As doencas cardiovasculares sao um grupo de condicdes que
afetam o coracgao e os vasos sanguineos. Elas incluem aterosclerose,
hipertensao arterial, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca
e arritmias cardiacas. Essas doencas podem ser causadas por varios
fatores, incluindo estilo de vida, como dieta pouco saudavel, falta de
exercicio fisico, tabagismo e estresse cronico. Sao um fator importante
de satide publica tanto no Brasil quanto no mundo, e dados epidemio-
logicos apontam que elas sao a principal causa de morte em diversos
paises, incluindo o Brasil. Nos Estados Unidos da América, as doengas
cardiovasculares também apresentam um indice significativo de
obitos, sendo que a cada trés mortes, uma € causada por problemas
cardiovasculares (BENJAMIN et al., 2018).

No Brasil, registros do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Satide indicam que em 2021 foram registrados
382.507 obitos atribuidos a doencas cardiovasculares, sendo dessas
74.770 de pessoas acima dos 60 anos (DATASUS, 2021). A Organizacao
Mundial de Satde (OMS) prevé que no ano de 2030 ocorrerdo cerca
de 22,2 milhdes de mortes no mundo por causas associadas a essas

doengas (OMS, 2016), tendo em vista que esses dados estao sempre

89



120

Romero Marcos Pedrosa Branddo Costa e outros

aumentando. Segundo Oliveira et al. (2021), a prevaléncia de doengas
cardiovasculares no brasil aumentou cerca de 24% de 1990 até 2019,
0s mesmos autores reforcam que doencas cardiovasculares sao res-
ponsaveis por quase um terco das mortes no Brasil e afeta despropor-
cionalmente o estrato mais vulneravel da populagao, que tem grande
dificuldade no acesso a cuidados de satade de alta qualidade.

Uma das complicagdes mais graves das doengas cardiovascu-
lares € a trombose, que € a formacao de um coagulo de sangue em um
vaso sanguineo. Se trata de uma condi¢ao médica na qual um coagulo
de sangue se forma dentro de uma veia ou artéria. O coagulo de
sangue pode obstruir o fluxo de sangue e interromper o suprimento
de oxigénio para o tecido circundante, o que pode levar a danos graves
ou até mesmo a morte. A trombose pode ocorrer em qualquer parte
do corpo, mas quando afeta o coragao ou 0s vasos sanguineos, pode
levar a um infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) ou
embolia pulmonar (WEYAND, SHAVI T & GINSBURG, 2023).

2.3. Biofarmacos no Tratamento de Trombose

A trombose € uma condi¢ao meédica que pode levar a graves
consequeéncias, como acidente vascular cerebral e infarto do miocardio.
Existem diversos tipos de tratamentos disponiveis para fratar a
trombose, dependendo da gravidade da condicao e da satde geral do
paciente, incluindo anticoagulantes, drogas antiplaquetarias, agentes
fibrinoliticos e procedimentos cirargicos (SHI & DOWELL, 2017).

Um dos tratamentos mais comuns € o uso de antiagregantes
plaquetarios, como o acido acetilsalicilico (Figura 1), que funciona
impedindo que as plaquetas se aglomerem e formem coagulos de
sangue, o que reduz o risco de trombose. No entanto, os antiagregan-

tes plaquetarios podem ter efeitos colaterais, como dor abdominal e
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tlceras no estomago, além disso. Outra opcao de tratamento para a
trombose é a trombdlise, que envolve o uso de medicamentos para
dissolver coagulos de sangue. Esse tipo de tratamento € geralmente
utilizado em casos graves de trombose, como trombose venosa
profunda ou trombose pulmonar. A trombolise é eficaz, mas também
pode ter efeitos colaterais, como sangramento excessivo (SHI &
DOWELL, 2017).

Figura 1. Algumas drogas utilizadas como tratamento da trombose.
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Fonte: autores (2023).

Em casos graves, pode ser necessario recorrer a cirurgia para
tratar a trombose. A cirurgia € geralmente utilizada em casos em que
o coagulo de sangue € grande ou em que a trombose € causada por
uma anomalia fisica. Embora a cirurgia possa ser eficaz, ela também
pode ser invasiva e pode ter um tempo de recuperacao prolongado,
por tanto o uso de agente anti-tromboliticos sao mais indicados, espe-
cialmente em casos mais complexos, como trombose arterial infantil
(RIZZI & ALBISETTI, 2018).

Rotineiramente, o tratamento da trombose pode ser feito por
meio de biofarmacos com fungdes de antagonistas do receptor da
trombina (como bivalirudina), antagonistas da vitamina K (varfarina
e a acenocumarol), antagonistas do fator Xa (rivaroxabana, apixabana
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e edoxabana), heparina e acido acetilsalicilico funcionando como
antiagregante plaquetario (Figura 1) (INTAGLIATA, CALDWELL
& TRIPODI, 2019). Um esquema dos pontos de agdes dos farmacos
mencionados pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Cascata de coagulagao com os locais de agao de farmacos anticoagulantes.
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Fonte:autores (2023).

A busca por novos farmacos no desenvolvimento de
tratamentos para a trombose tem sido uma area de grande interesse
e investimento na indastria farmacéutica e na comunidade cientifica.
Pesquisadores estao buscando identificar alvos especificos envolvidos
no processo de formacao de coagulos sanguineos, como proteinas
e enzimas, para desenvolver medicamentos que atuem de forma
mais direcionada e eficaz na prevencao e dissolucao dos coagulos
(CHANDRAMOHAN et al., 2019). A introducao de enzimas fibrino-
liticas como novos farmacos para o tratamento da trombose € uma
abordagem promissora e tem sido estudada em pesquisas cientificas.
Essas enzimas podem ser utilizadas para recanalizar rapidamente
um vaso sanguineo obstruido por um trombo, restaurando o fluxo
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sanguineo normal e prevenindo complicacdes sérias, como o infarto
do miocardio e o acidente vascular cerebral (KUMAR & SABU, 2019).

E importante ressaltar que o tratamento da trombose é in-
dividualizado, e as decisGes terapéuticas devem ser tomadas por
um medico com base na avaliagao clinica completa do paciente. O
tratamento adequado e precoce é fundamental para prevenir compli-
cacdes graves (LUTSEY, 2023).

2.4. Proteases Fibrinoliticas Microbianas na Inovacao Te-
rapeutica Para A Trombose

Enzima fibrinolitica vem oferecendo uma opg¢ao mais segura
que medicamentos disponiveis no mercado, com menos efeitos
colaterais e menores risco de sangramento excessivo (ALTAF, WU
& KASIM, 2021). Tais enzimas atuam como ativadores do plasmino-
génio tecidual (tPA) ou ativadores do plasminogénio (PA) podendo
ser amplamente utilizadas na terapia trombolitica (BAJA]J et al., 2014).
Elas sao classificadas em primeira geracao (onde possuem menos
especificidade pela fibrina e mais predisposi¢ao a complicacdes por
sangramento durante o tratamento), segunda geracao (com maior es-
pecificidade a fibrina e menor possibilidade de sangramento) e terceira
geracao (com seletividade a fibrina, meia vida maior possibilitando

tratamento com dose tmica e tempo de depuracao renal prolongado).

As enzimas produzidas por microrganismos tém uma série
de beneficios importantes em diversas areas, incluindo aplicacdes na
saude. Dentre os principais beneficios, estdo: producao economica
(microrganismos podem ser cultivados em grandes quantidades e de
maneira economica), alta atividade e especificidade (algumas enzimas
produzidas por microrganismos possuem uma atividade catalitica
muito alta, o que significa que elas podem acelerar rea¢des quimicas em
larga escala) e versatilidade (microrganismos podem ser modificados
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geneticamente para produzir enzimas especificas ou aprimoradas
para atender a necessidades especificas de aplicacao) (FASIM, MORE
& MORE, 2021).

Algumas enzimas produzidas por microrganismos tém
aplicagdes terapéuticas, que podem ser usadas para dissolver coagulos
sanguineos indesejados em pacientes com trombose. Diversos micror-
ganismos sao capazes de produzir enzimas fibrinoliticas, tais como
estreptoquinase, que pode ser produzida, por exemplo, por Streptococ-
cushemolyticus (BANERJEE et al., 2004) que age como ativador de plas-
minogénio de primeira geragao e apresenta vantagens devido ao seu
baixo custo em comparagao com outros ativadores de plasminogénio
de segunda e terceira geracao (ADIVITIYA, 2017).

Semelhantemente, a Nattoquinase, enzima fibrinolitica
extraida e purificada de uma soja fermentada japonesa por Bacillus
subtilis var. natto (WENG et al., 2017), Bafibrinase, produzida por
Bacillus sp. (MUKHERJEE et al., 2012), Estafiloquinase (SAK, EC
3.4.99.22), um agente fibrinolitico de terceira geracao produzido por
Staphylococcus aureus sendo liberado extracelular, facilitando sua
recuperacao (ALZAHRANI & EL-SHENAWY, 2020). Além de outras
enzimas fibrinoliticas como a alteplase, que demonstrou ser mais
rapida e eficaz que a estreptoquinase (WANG et al., 2023), a tenec-
teplase que possui maior afinidade pelas fibrinas e maior resisténcia
a inativacao, possibilitando tratamentos de dose tinica (KATHIRVEL
et al., 2018), assim como a reteplase que possui meia-vida maior que
as outras opgdes disponiveis (NISHANTH et al., 2019). Além disso,
a uroquinase tem uma especificidade mais elevada para a fibrina do
que a estreptoquinase, uma vez que a uroquinase atua na conversao
do plasminogénio em plasmina, mas também se liga diretamente a
fibrina, o que aumenta sua seletividade e diminui a probabilidade de
efeitos colaterais. Por outro lado, a estreptoquinase nao possui essa
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afinidade pela fibrina, o que pode resultar em uma atividade fibri-
nolitica mais ampla, entretanto, maior risco de sangramento (WANG
et al., 2023). Desta forma, ha necessidade de se desenvolvimento de
proteases mais especificas, com menor risco de efeitos colaterais e
que sejam mais acessiveis economicamente, ampliando as op¢des no
mercado e consequentemente, a acessibilidade (NASCIMENTO et al.,
2020).

Dentre os fungos filamentosos, o Mucor subitillissimus tem se
destacado como um produtor promissor de proteases fibrinoliticas.
Estudos tém mostrado que as proteases produzidas por este fungo
sao capazes de dissolver coagulos sanguineos de forma eficaz, além
de possuirem outras propriedades interessantes, como estabilidade
térmica e de pH (NASCIMENTO et al., 2020). Ja entre as bactérias,
podemos citar Bacillus cereus e Bacillus subtili como potenciais
produtoras de enzima fibrinolitica (SYAHBANTU et al., 2020). E entre
as microalgas, Chlorella vulgaris desponta como fonte promissora
(COSTA ESILVA, et al. 2018).

3. CONCLUSAO

As doencas cardiovasculares representam um grave problema
de saude em nivel mundial, sendo responsaveis por um grande
numero de obitos a cada ano. Atualmente, o tratamento da trombose
inclui diversas opg¢des, como anticoagulantes, drogas antiplaquetarias
e procedimentos cirtirgicos, porém, essas terapias podem ser onerosas
e apresentar efeitos colaterais indesejados. Diante desse cenario,
as proteases fibrinoliticas de origem microbiana surgem como uma
inovacao terapéutica promissora para o tratamento da trombose.
Essas enzimas tém mostrado grande potencial para dissolver coagulos
sanguineos de forma eficaz e segura, oferecendo beneficios economicos
e sustentaveis. A producdo dessas enzimas por microrganismos
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permite sua obtencao em larga escala e o uso de residuos agroindus-
triais como substrato, tornando o processo mais acessivel e ambien-
talmente amigavel. Sendo assim, a utilizacao de proteases fibrinoliti-
cas microbianas como tratamento da trombose pode representar uma
importante alternativa terapéutica, contribuindo para a melhoria da

saude cardiovascular e o bem-estar da populacao em geral.
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