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RESUMO

Xiloglucanas séo polissacarideos solUveis em agua, ndo tdxicos, os quais podem formar solucdes
altamente viscosas a baixas concentragcdes e em associacdo com outros polissacarideos formam geis
que controlam a estrutura e a textura de muitos produtos comerciais. A xiloglucana presente nas
sementes de Hymenaea courbaril var. courbaril, uma arvore brasileira pertencente a familia
Fabaceae e subfamilia Caesalpiniaceae, popularmente conhecido por Jatoba, tem sido estudadas
para a producdo de membranas com aplicacao biotecnoldgica. O presente trabalho teve por objetivo
a extracdo e caracterizagdo da xiloglucana contido nas sementes de H.courbaril, producédo e
caracterizacdo de membranas deste polissacarideo contendo a lectina concanavalina A (ConA)
incorporada e avaliagdo do efeito no tratamento topico utilizando as membranas frente a lesdes
cutaneas experimentais em camundongos. Os rendimentos de extracdo da xiloglucana apresentaram
resultados de 71,71% = 5 e 81,05% + 7. A caracterizagdo estrutural e reoldgica confirmou uma
estrutura amorfa com picos caracteristicos do respectivo polissacarideo, enquanto que a composicao
monossacaridica realizada por GC/MS mostrou uma relacdo de glicose:xilose:galactose:arabinose
(40:34:20:6). Os espectros de RMN confirmaram a estrutura central da xiloglucana composta por
unidades de glicose parcialmente ramificadas com unidades terminais de xilose e galactose. As
membranas de xiloglucana com ConA incorporada foram eficientemente produzidos, néo
apresentando toxicidade e mantendo-se estaveis por aproximadamente 40 dias. A interacdo entre
lectina e polissacarideo foi confirmada através do pico caracteristico no FTIR. As microscopias de
transmissdo e fluorescencia confirmaram a boa distribuicdo morfologica das membranas, enquanto
os perfis das propriedades mecanicas mostraram que a incorporacdo da lectina aumentou a
resistencia do mesmo e ndo alterou as caracteristicas de cor e permeabilidade aos gases. Uma vez
caracterizado, As membranas foram aplicados em feridas cutaneas experimentais em camundongos
BALBI/C e a avaliacdo histopatoldgica ocorreu durante um periodo de 0-16 dias. As amostras foram
divididas em 3 grupos: Membranas de xiloglucana-ConA (MXC), Membranas de xiloglucana (MX)
e solucgdo salina (controle negativo). MXC apresentou sinais inflamatérios como edema e hiperemia
estatisticamente menos intensos quando comparados a MX e o controle negativo. A analise
histopatoldgica confirmou a completa reepitelizacdo do tecido tratado com a presenca de fibras
colagenas localizados no tecido fibroso de granulacdo nos dias 10, 13 e 14, respectivamente para
MXC, MX e controle negativo. Devido a eficacia e ao menor tempo de cicatrizacdo de MXC,
podemos concluir que a membrana de xiloglucana com ConA incorporada pode ser utilizada em
processos de reparacdo nas lesdes cutaneas.

Palavras-chave: Xiloglucana; Hymenaea courbaril; Membranas; Cicatrizacao.



ABSTRACT

Xyloglucans are water soluble polysaccharides, non toxics, which can form highly viscous solutions
at low concentrations and in association with other polysaccharides, they form gels that control the
structure and the texture of many commercial products. The xyloglucan present in the seeds of
Hymenaea courbaril var. courbaril, a Brazilian tree belonging to the family Fabaceae and
Caesalpiniaceae subfamily, popularly known as Jatoba, was efficiently extracted and used for the
production of membranes with biotechnological applications. The present study aimed the
extraction and characterization of xyloglucan contained in the seeds of H. courbaril, production and
characterization of this polysaccharide membranes containing the lectin concanavalin A (ConA)
incorporated and evaluation of the effect in the topical treatment using membranes against wound
healing on experimental mice. The xyloglucan extraction yields results showed 71.71% + 5 and
81.05% = 7. The rheological and structural xyloglucan characterization confirmed an amorphous
structure with characteristic peaks of the corresponding polysaccharide, while the monosaccharide
composition performed by GC/MS showed a relationship of Glucose:Xylose:Galactose: Arabinose
(40:34:20:6). NMR spectra confirmed the central backbone of the polysaccharide composed by
glucose units partially branched with non-reducing terminal units of xylose and galactose.
Xyloglucan membranes incorporated with ConA were efficiently produced, showing no toxicity
and remained stable for approximately 40 days. The interaction between lectin and polysaccharide
was confirmed by the characteristic peak in FTIR. The transmission and fluorescence microscopy
confirmed a well-distribution morphological of the membranes, while the profiles of mechanical
properties showed that the lectin incorporation increased the resistance and did not alter the
characteristics of color and permeability to gases. Once a time characterized, the membranes were
applied in experimental wound healing in BALB/C mices and the histopathology evaluation was
done during a period of 0-16 days. The samples were divided into 3 groups: xiloglucan-ConA
membranes (XCM), xiloglucan membranes (XM) and saline (negative control). XCM showed
inflammatory signs such as edema and hyperemia statistically less intense when compared to XM
and the negative control. Histopathological analysis confirmed complete reepithelialization of the
treated fabric with the presence of collagen fibers located in the fibrous granulation tissue on days
10, 13 and 14 respectively for XCM, XM and negative control. Due to the effectiveness and shorter
healing XCM, we can conclude that the membranes xyloglucan with built-Con can be used in repair
processes in skin lesions.

Keywords: Xyloglucan; Hymenaea courbaril; Membranes; Healing.
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1. Introducao

Os polissacarideos sdo polimeros difundidos na natureza e especialmente disponiveis a partir
de plantas e microrganismos, representando uma fonte inesgotavel de biopolimeros geralmente ndo
toxicos, biodegradaveis, biocompativeis (MKEDDER et al., 2013). Devido a facilidade de se obter
polissacarideos a partir de fontes naturais, estes se tornam mais baratos do que os polimeros
sintéticos (COVIELLO et al., 2007). Membranas de polissacarideos tém sido amplamente utilizados
no campo alimenticio (CERQUEIRA et al., 2012) e farmacéutico como curativo topico
(MONTEIRO et al., 2007).

Xiloglucanas sdo heteropolissacarideos normalmente encontrados nas paredes celulares
primarias de plantas e nas sementes, com funges estruturais e de armazenamento, respectivamente.
Apresentam em sua estrutura quimica uma cadeia central de (1—4)- B-D-glicose, ligada por pontes
de hidrogénio na posi¢do O-6 por ramos a-D-xilose e parcialmente ligada em O-2 por unidades de
B-D-galactose (HAYASHI, 1989; BUCKERIDGE et al., 2010).

Hymenaea courbaril var. courbaril, uma arvore brasileira pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Caesalpiniaceae, popularmente conhecido por Jatobda, apresenta distribuicdo ampla,
desde o sul do México até o Centro-Oeste do Brasil, ocorrendo também na Floresta Amazonica, no
Cerrado e na Caatinga, no Nordeste Brasileiro (LEE; LANGENHEIM 1975; QUEIROZ, 2009).

As lectinas sdo glicoproteinas que possuem a capacidade de se ligar especificamente aos
mondmeros de carboidratos presentes em um biopolimero. Uma das lectinas mais habitualmente
utilizada para o reconhecimento de carboidratos € a concanavalina A (ConA), esta possui a
capacidade de se ligar a residuos de D-glucose e D-manose nos terminais ndo redutores de
polissacarideos e glicoproteinas (ABHYANKAR et al., 2011). A lectina Concanavalina A (ConA)
apresenta efeitos imunomoduladores em diversos estudos e tem sido utilizada como um agente
mitogénico (MELO et al., 2011).

A cicatrizacdo de feridas € um evento fisiologico cada vez mais elucidado e diversos
trabalhos tém sido realizados com o objetivo de otimizar o processo cicatricial. Apesar de existir
grande nimero de produtos disponiveis para o tratamento de feridas, ainda se buscam substancias
topicas com este proposito, tanto pela necessidade de ampliacdo do arsenal terapéutico quanto pela
existéncia de controvérsias sobre o tratamento de feridas, pesquisas relatam a escassez de
informacdes acerca dos efeitos adversos provocados por alguns componentes dos produtos
comumente utilizados (FERREIRA et al., 2003; MARTINS et al., 2005).

Medicamentos para os mais diversos fins continuam sendo desenvolvidos, em sua grande

maioria, de produtos naturais (SEGUNDO et al., 2007). Para aperfeicoar a cicatrizacdo de lesdes
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podem ser utilizados biomateriais, que consistem de materiais interativos capazes de estabelecer

afinidade apropriada com o tecido vizinho sem inducdo de uma resposta adversa pelo organismo
(RATNER; BRYANT, 2004). Dentre os biomateriais destacam-se 0s polissacarideos, 0s quais
estimulam o sistema imune in vitro e in vivo e tendem a contribuir favoravelmente no processo
cicatricial (KWEON et al., 2003; SENEL; McCLURE, 2004).

No presente trabalho, a xiloglucana contido nas sementes de H.courbaril foi extraida, o seu
rendimento de extracdo foi determinado e as suas propriedades reoldgicas foram avaliadas. Foram
produzidas e caracterizadas membranas deste polissacarideo contendo a lectina concanavalina A
(ConA) incorporada e o efeito no tratamento topico utilizando as membranas frente a lesdes

cutdneas experimentais em camundongos foi avaliado.
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2. Objetivos

2.10Dbjetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo a extracdo e caracterizacdo da xiloglucana de sementes
de Hymenaea courbaril var. courbaril, preparacdo e caracterizacdo das membranas deste
polissacarideo contendo concanavalina A incorporada e, avaliagdo do efeito destas membranas no

tratamento topico de lesBes cutaneas experimentais em camundongos.
2.20bjetivos especificos

e Extracdo da xiloglucana proveniente das sementes de Hymenaea courbaril.

e Caracterizacdo da xiloglucana por Espectroscopia de Infravermelho Transformada de
Fourier, Difracdo de Raios X, Composicdo de Monossacarideo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa - GCMS e ressonancia magnetica nuclear - RMN.

e Preparacdo das membranas de xiloglucana com e sem ConA incorporada.

e Caracterizacdo das membranas quanto a cor e opacidade, as propriedades mecanica, a
espessura, ao transporte de oxigénio e permeabilidade ao vapor de agua.

e Avaliacdo do efeito cicatrizante apds tratamento das lesdes cutaneas experimentais
utilizando as membranas bioativas e respectivos controles.

e Analise da evolucdo do processo de cicatrizacdo durante 14 dias do ponto de vista clinico,

microbiologico, histopatoldgico e protedmico.



15
3. Revisao de Literatura

3.1 Hymenaea courbaril var. courbaril

Fabaceae Lindl. (ou Leguminosae Juss.) compreende 727 géneros e cerca de 19.325espécies,
distribuidas nas subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005).
Caesalpinioideae é composta de quatro tribos, com Detarieae s.I. Polhill (POLHILL; RAVEN 1981)
abrangendo 82 géneros, quase a metade do total reconhecido para a subfamilia, da qual apenas 20%
ocorrem nos Neotropicos (LEWIS et al., 2005).

Detarieae s.l. inclui atualmente duas subtribos, Detariinae (DC.) Meisn. e Amherstiinae
(FOUGERE-DANEZAN et al., 2010; LEWIS et al., 2005), com um total de 90 géneros, dos quais
58% ocorrem no continente africano, 20% nos Neotropicos, e 12% na Asia Tropical (LEE;
LANGENHEIM, 1975). Detariinae divide-se em cinco grupos informais, com o “grupo Hymenaea”
incluindo os géneros Guibourtia Bennett, Hymenaea L. e Peltogyne Vogel, caracterizados
principalmente pelas folhas bifolioladas de foliolos fortemente assimétricos (FOUGERE-
DANEZAN et al., 2010).

Para Hymenaea, sdo reconhecidas atualmente duas se¢des e 12 espécies, 11 distribuidas do
México a América do Sul e uma na costa leste da Africa. Atualmente, sdo aceitos 16 taxons
infraespecificos (LIMA; PINTO, 2013), tendo todos estes a hierarquia varietal. No Brasil, ocorrem
12 espécies de Hymenaea com todas as variedades para elas reconhecidas, totalizando 23 taxons
(LEE; LANGENHEIM, 1975; LEWIS et al., 2005). A maioria dos taxons neotropicais tem como
nomes populares mais comuns “algarrobo”, “guapinol”, “jatoba”, “jutai” e “locust”.

A resina € usada na manufatura de incenso, cola, verniz, goma-laca e remédios caseiros
(LEWIS et al., 2005). A madeira pode ser usada na fabricacdo de mobilia, instrumentos musicais,
barcos, madeira comprimida, marcenaria e tornearia em geral. Ainda, algumas espécies sdo
cultivadas como ornamentais (LEWIS etal., 2005). As espécies deste género sdo também
importantes na recuperagdo de areas degradadas, especialmente H. courbaril, por ser pouco
exigente em relacdo a fertilidade e & umidade do solo, tem sido utilizada na composi¢do de
reflorestamentos heterogéneos e na arborizacdo de parques e grandes jardins (CARVALHO FILHO
et al., 2003).

Segundo Ducke (1935), a espécie Hymenaea courbaril ocorre no Brasil em racas
geograficas distintas mas ligadas por formas intermediarias, agregando atualmente um total de seis
taxons infraespecificos: H. courbaril L. var. courbaril, H. courbaril var. altissima (Ducke) Lee &

Lang., H. courbaril var. longifolia (Benth.) Lee & Andrade-Lima, H. courbaril var.
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stilbocarpa (Hayne) Lee & Lang., H. courbaril var. subsessilis Ducke e H. courbaril var.

villosa Lee & Andrade-Lima. A espécie H. courbaril apresenta a maior &rea de ocorréncia
registrada para o género, principalmente H. courbaril var. courbarile H. courbaril var.
stilbocarpa.

Hymenaea courbaril var. courbaril (figura 1) é, dentre todos os tdxons de Hymenaea, o0 que
apresenta a distribuicdo mais ampla, desde o sul do México até o Centro-Oeste do Brasil,
coincidindo com quase toda a area de ocorréncia do género reconhecida para o Novo Mundo
(LANGENHEIM et al., 1982), ocorrendo principalmente na Floresta Amazdnica e também no
Cerrado (LEE; LANGENHEIM, 1975). Queiroz (2009) cita a ocorréncia desta variedade também
na Caatinga, no Nordeste do Brasil. O tamanho dos individuos varia em conformidade com a ampla
diversidade de ambientes colonizados, desde 10 a 20 m de altura em &reas mais abertas e secas, até
mais de 40 m em florestas pluviais (LEWINSOHN, 1980). Porém, Lee e Langenheim (1975)
enfatizam que esta variedade é mais frequente em ecossistemas mais secos tanto ao norte quanto ao

sul da Bacia Amazonica.

Figura 1 — Arvore (A), Flores (B) e Fruto com sementes de H. courbaril var. courbaril (C e D)

FONTE: Arruda I.R.S (2013)

As sementes de Hymenaea courbaril var courbaril, sdo importantes fonte do carboidrato de
reserva como a xiloglucana e cada arvore produz, em média, 10 kg de sementes por ano e €é
encontrada em territorio brasileiro (BUSATO et al., 2001).
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3.2 Polissacarideo xiloglucana

Nas ultimas décadas, numerosas pesquisas com plantas medicinais usadas como “remédio”,
pela populagdo, tém sido desenvolvidas no Brasil. Na medicina popular, estas espécies sdo fontes de
biopolimeros que desempenham diversas fungdes em processos metabolicos, sendo que sua
importancia e atividade dependem da estrutura e do grupo funcional que esta ligado ao biopolimero
(LEHNINGER, 2006).

Os polissacarideos sdo bem distribuidos na natureza e disponiveis a partir de plantas e
microrganismos. Estes sdo uma fonte inesgotadvel de biopolimeros geralmente ndo toxicos,
biodegradaveis, biocompativeis, sendo também os principais constituintes quimicos das plantas, isto
porque, formam a parede celular que é o suporte estrutural das células vegetais (MKEDDER et al.,
2013).

A parede celular das plantas e altamente organizada, apresentando polissacarideos
diferentes, como as xiloglucanas e a celulose (Figura 2). Quando ocorre uma variacdo da pressao
osmotica na célula vegetal, a xiloglucana atribui propriedades mecéanicas a parede celular das
plantas, permitindo a expansdo e a ndo rotura da célula (BUCKERIDGE et al., 2010).

A xiloglucana é uma das principais hemiceluloses presentes em paredes celulares das
sementes de dicotiled6neas, também podendo ser acumulada como polissacarideo de reserva nas
sementes de algumas Caesalpinoidae. Este, como muitos outros polissacarideos, é potencialmente
importante para aplicacdes na industria alimentar e médica (LUBAMBO et al., 2011).

Os polissacarideos de sementes sdo exemplos de classes de compostos naturais que tém
contribuido na classificacdo da familia Caesalpinoidae, especial énfase tem sido dada as
xiloglucanas (ROSARIO et al., 2008; KAI; PETKOWICZ, 2010; FREITAS et al., 2011).

Figura 2 — O polissacarideo xiloglucano na estrutura da parede celular vegetal

== Xyloglucan

" Crystalline cellulose

/ Paracrystalline cellulose

FONTE: Adaptado de Zykwinska et al. (2008).
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Estruturalmente as xiloglucanas sdo compostas de uma cadeia principal de glucose unida por

ligagdes B-(1,4), onde ocorrem ramificagdes regulares com xilose ligada em o-(1,6) (Figura 3).
Algumas destas xiloses ainda podem apresentar ramificagdes por galactose ligadas em a-(1,2). Em
parede celular primaria, mas ndo em parede celular de reserva, as ramificagdes por galactose ainda
podem ser ramificadas por fucose ligada em a-(1,2) (HAYASHI, 1989; JO et al., 2010).

Figura 3 — Segmento representativo de uma cadeia de xiloglucana de origem vegetal

PO’ '10 _. .10
O

6 6 6
T T T
1 1 1
o-D-Xylp o-D-Xylp o-D-Xylp
2 4
T T
1 1
B-D-Galp B-D-Galp
2
T
1
o-L-Fucp

FONTE: Modificado de Busato et al. (2005). Representagdo da estrutura molecular da xiloglucana de reserva contendo
cadeia principal de glucose unida por ligagdes B-(1,4) e ramificagdes regulares com xilose ligada a-(1,6). Algumas
destas xiloses podem apresentar ramificacGes com galactose ligadas em a-(1,2).

Os padrdes de ramificagdo das xiloglucanas dependem das espécies da planta, esta variacdo
da estrutura estd diretamente ligada a funcionalidade e as propriedades fisico-quimicas do
polissacarideo. A solubilidade das solucbes aquosas de xiloglucanas esta intimamente relacionada a
quantidade dos residuos de galactose, onde a remogédo por B - galactosidases de parte destes (até
44%) pode levar a formacao de gel por este polissacarideo modificado (COVIELLO et al., 2007).
Outro exemplo, é o caso da xiloglucana extraida a partir da semente de Tamarindus (JO et al., 2010;
BERGSTROM et al., 2012) onde a galactose foi substituida pela xilose modificando o grau de

associacdo entre suas moléculas, aumentando a solubilidade em agua desta xiloglucana. De modo
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que o efeito da razdo de substituicdo de galactose e a composicdo das unidades influenciam as

propriedades das solugdes aquosas de xiloglucana (BUSATO et al., 2009).

Xiloglucanas de diferentes fontes, por exemplo, Tamarindus, Hymenaea, Detarium, ou
Afzelia africana mantiveram o padrdo de substituicdo de xilose e galactose de forma nédo aleatdria,
onde apenas alguns paddes foram encontrados entre elas (WANG et al.,1997; REN et al., 2005;
LUCYSZYN et al.,, 2009; JO et al., 2010) os paddes consistem em unidades com diferentes
propor¢des de monossacarideos, como XXXG, XLXG, XXLG, XLLG (onde X é um residuo de
glicose ligado a xilose, G € um residuo de glicose ndo ligado, e L é um residuo de glicose-ligado a

xilose ligada a galactose) como mostrado na Figura 4.
Figura 4 — Estrutura quimica das unidades de ramificacdo da xiloglucana.
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=44)--0-Glcp-(1-4)-5-0-Glep-(1-+4)-f-0-Glcp-(1-4)--0-Glcp-(1-  —4)«5-D-Glep-(1-+4)-5-0-Glep-(1-+4)-4-0-Glep-(1-4)-f-0-Glep-{1-+
X X X G X L L G
f-0-Galp f-0-Galp
1 1
2 2
a-0-Xylp a-0-Xylp aD-Xylp a-0-Xylp a-0-Xylp a-0-Xylp
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w)-f-0-Glep-(1-+4)-4-0-Glcp-(1-+4)-§-0-Glcp-(1-44)-f-0-Glep-(1-5  —4)-f-0-Glcp+(1-4)--0-Glep+(1-+4)-§-D-Glep-(1-+4)--0-Glep-(1-
X L X G X X L G

FONTE: Nishinari, et al. (2007). Onde, X: residuo Glc-Xil, L: residuo de Glc-Xil-Gal e G: residuo Glc ndo ligado.

No Brasil, as xiloglucanas vém sendo estudadas desde 1993, quando Lima et al. (1993) a
isolaram a partir das sementes de Hymenaea courbaril, conhecido popularmente como jatoba.
Posteriormente, Lima et al. (1995) isolaram e estudaram alguns polissacarideos obtidos através de
hidrolise enzimatica, comprovando que a composicao dos polissacarideos presentes nas sementes

de Hymenaea courbaril eram similar aqueles encontrados nas sementes de Tamarindus indica.
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3.2.1 Aplicacéo biotecnoldgica

Polissacarideos de varias fontes (fungos, musgos, plantas superiores) possuem uma ampla
gama de aplicacOes, especialmente, nas areas alimenticias, biomédicas, farmacéuticas e cosméticas.
Na é&rea biolodgica, eles sdo aplicados em engenharia de tecidos, como matriz para imobilizagdo de
moléculas e construcdo de biossensores, assim como veiculo de liberagcdo de farmacos (CUNHA et
al., 2009).

A principal xiloglucana utilizada comercialmente em industrias de alimentos e médicas é a
extraida das sementes de Tamarindus indica, Kochumalayil et al. (2013) com interesse em
polissacarideos para aplicacdo em embalagens, modificaram a xiloglucana adquirida da empresa
(Innovassynth tecnologias Ltd., india) e obtiveram um novo polimero com desempenho superior
aos polimeros atuais a base de petréleo em uso na industria. J6 et al. (2010) visando uma aplicacéo
para transporte de drogas, avaliaram a capacidade da formacdo de nano-agregados com uma
xiloglucana obtida pela empresa (Balasanka Mills Co., india) e encapsularam a camptotecina (um
farmaco anti-cancér) com eficiéncia de 42% de encapsulacéo.

Estudos demonstram que as propriedades bioldgicas de polissacarideos sdo dependentes de
uma variedade de parametros estruturais, como composicdo monossacaridica, tipo e configuracéo
da ligacdo glicosidica, tamanho dos pontos de ramificacdo, peso molecular e a presenca de
substituicdo por grupos polares e apolares (NISHINARI et al., 2007).

As xiloglucanas também existem como um polissacarideo de armazenamento em algumas
sementes de arvores como; Tamarindus, Impatiens, Annona , Tropaeolum, Hymenaea, e Detarium
(NISHINARI et al., 2007). E podem ser extraidas a partir de sementes de diferentes espécies, tais
como Copaifera langsdorffii, Hymenaea courbaril e Tamarindus indica e as suas estruturas
quimicas variam de acordo com a origem (ROSARIO et al., 2011).

Xiloglucana extraida das sementes de plantas entre elas a Hymenaea courbaril var.
courbaril, conhecida popularmente por jatoba (BUCKERIDGE et al., 1997), apresenta capacidade
de formar matrizes para a imobilizacdo de moléculas bioativas (LUCYSZYN et al., 2011). E suas
sementes constituem um numero de 2 a 8 por fruto, possuindo cor vinho, forma oval, e
apresentando, em média, 2 cm de comprimento (SOUZA; LIMA, 1997).

Rosario et al. (2008) extrairam xiloglucanas de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC) ,
Hymenaea courbaril (XGJ) e Mucuna sloanei (XGM), e utilizaram para avaliar a produgdo de
oxido nitrico e oxigénio no recrutamento de macréfagos em peritbnio de ratos, onde todas as
xiloglucanas promoveram um aumento no numero de macrofagos peritoneais de forma dependente
da dose, caracteristico de polissacarideos com atividade imunomoduladora.

O polissacarideo xiloglucana dependendo da sua origem apresenta aplicacdes diversas
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algumas das quais estdo listadas na tabela 1.

Tabela 1: Origem e aplicacOes de xiloglucana extraido de diversas fontes.

Origem Aplicagéo Referéncia

Hymenaea stigonocarpa Elaboragéo de geleias ricas em fibra SILVA et al., 2001
alimentares e livres de agucares

Hymenaea courbaril Fimes FURTADO et al., 2012

Tamarindus indica Producdo de nano-agregados para JOetal., 2010

transporte de drogas

Hymenaea courbaril Imunomoduladores ROSARIO et al., 2008
Copaifera langsdorffii Imunomoduladores ROSARIO et al., 2008;

CUNHA et al., 2009
Mucuna sloanei Imunomoduladores ROSARIO et al., 2008;

CUNHA et al., 2009

Além de apresentar inimeras funcBes bioldgicas, muitos polissacarideos derivados de
plantas sdo relativamente ndo toxicos e nao causam significantes efeitos colaterais que séo uns dos
maiores problemas associados com polissacarideos isolados de bactérias e compostos sintéticos.
Desse modo, polissacarideos extraidos de plantas sdo candidatos ideais com potencial terapéutico e
fonte para a descoberta e desenvolvimento de novos compostos de valor medicinal (CUNHA et al.,
2009, FURTADO et al., 2012).

O Brasil apresenta fontes de espécies diversificadas para a extragdo de xiloglucanas a partir
de sementes que poderiam suprir a demanda de importacdo deste polissacarideo, além de incluir a
melhoria do valor agregado pela utilizacdo de sementes sem capacidade germinativa (BUSATO et
al., 2001).

3.2.2 Extracao e purificacao

A extracdo de polissacarideos seguida da purificagdo ou fracionamento, que minimiza a
contaminagdo dos mesmos por outros materiais tais como proteinas e monossacarideos, constitui
uma etapa muito importante, determinando a viabilidade ou ndo deste processo. Metodologias
distintas tém sido propostas para extracdo de xiloglucanas de sementes, principalmente no que se
refere ao solvente utilizado e ao tempo, & temperatura e o processo de inativacdo enzimatica
aplicado (FREITAS et al., 2005; ROSARIO et al., 2008; LUCYSZYN et al., 2009).
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Estudos envolvendo extracdo de polissacarideos de sementes incluem, além do céalculo dos

rendimentos da extracdo, a caracterizacdo de suas propriedades fisico-quimicas. Estes podem ser
obtidos mediante extracdo aquosa ap6s o endosperma ser separado do embrido. Esse processo pode
ser realizado pela fervura das sementes em agua ou alcool até que a separacdo manual dos
componentes da semente seja possivel (BUCKERIDGE; DIETRICH; LIMA, 2000). A maioria dos
métodos de extracdo de xiloglucanas de sementes descritos na literatura é composta por duas etapas
bésicas, onde as sementes moidas passam por extracdo aquosa seguida de purificacdo pela
precipitacdo alcoolica. Resumidamente, um extrato bruto € obtido com as semente descascadas
(ap6s fervura para inativacdo enzimantica) e trituradas em agua a uma faixa de temperatura que
pode variar entre 20 e 80°C e, em seguida, é precipitado com alcool numa proporcéo de agua:alcool
que pode variar entre 1:1 e 1:3. Ndo foram relatados efeitos da temperatura e do alcool sobre a
estrutura das xiloglucanas (BUSATO et al., 2009; KAI; PETKOWICZ, 2010; FREITAS et al.,
2011).

No entanto, Lucyszyn et al. (2009) observaram que, para a extracdo utilizando NaCl no
lugar da &gua permitiu um aumento da solubilizacdo das proteinas livres contaminantes (efeito
salting in) e, em seguida, a centrifugacdo removeu a maior parte da contaminacdo proteica do
extrato bruto, contribuindo com a purificacdo com rendimento em massa de xiloglucana de 38%.
Freitas et al. (2005) e Busato et al. (2009) desenvolveram uma metodologias para a extracdo de
xiloglucana de sementes de H. coubaril semelhante as descritas na literatura pérem adicionaram
etapas de lavagens apOs a precipitacdo alcoodlica, afim de aumentar o grau de pureza do
polissacarideo, onde o precipitado foi lavado com etanol 100% e acetona PA, permitindo a remocéo
da contaminagdo por monossacarideos e proteinas, com rendimentos em massa de xiloglucana de
15,5% e 16,8%, respectivamente. Levando em conta o rendimento e pureza da xiloglucana, bem
como o custo e a simplicidade do procedimento, o0 método descrito por Lucyszyn et al. (2009)

pareceu ser 0 mais vantajoso para a aplicacdo proposta.

3.3 Caracterizacao de polissacarideos

Os parametros mais importantes que sdo utilizados na definicdo da natureza de um
polissacarideo s&o: razdo dos monossacarideos, peso molecular médio, estrutura fina e viscosidade
intrinseca (CERQUEIRA et al., 2011). O teor de monossacarideos e sua razdo geralmente sdo
determinados por cromatografia gasosa ou por cromatografia de troca idnica de alta pressdo, apos
hidrolise &cida total ou parcial do polissacarideo. O peso molecular pode ser determinado por
cromatografia de exclusdo molecular por tamanho. A distribuicdo e os tipos de ligacdo dos



23
monossacarideos ao longo da cadeia de principal do polissacarideo pode ser caracterizada por

espectroscopia RMN *C ou por métodos enzimaticos capazes de degradar as regides nio
substituidas do polissacarideo (DAKIA et al, 2008; CERQUEIRA et al., 2009; CUNHA et al, 2009;
VENDRUSCOLO et al., 2009). A viscosidade intrinseca, por sua vez, pode ser determinada usando
um viscosimetro capilar, aplicando as equactes de Huggins e Kramer (SITTIKIJYOTHIN;
TORRES; GONCALVES, 2005; CERQUEIRA et al., 2009).

3.3.1 Espectroscopia de infravermelho transformada de fourier

Uma das técnicas mais Uteis para a identificacdo de estruturas polissacaridicas € a
espectroscopia de infravermelho, que se baseia na andlise de picos de absorcdo de determinados
comprimentos de onda, expressos em cm™ (GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011). Apresenta
duas vantagens principais: requer pequenas quantidades de amostra (miligramas) e é um método
ndo-agressivo com exatiddo confiavel (PEREIRA et al., 2003), no entanto, a técnica convencional
necessita de procedimentos técnicos laboriosos para obter espectros com uma boa relacdo
sinal/ruido (CHOPIN; WHALEN, 1993). Esta limitacdo foi superada com o desenvolvimento de
técnicas de infravermelho interferométricas, associadas ao algoritmo transformado de Fourier,
dando origem a espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (PEREIRA et al., 2009).

Para a analise estrutural de polissacarideos (MATHLOUTHI; KOENIG, 1987), cinco
regides podem ser distinguidas no espectro normal (entre 4000 e 650cm™): (1) Regido de
estiramentos OH e CH, entre 3600 e 2800 cm™; (2) Regido de simetria local, entre 1500 e 1200 cm’
1 (3) Regido de estiramentos CO, entre 1200 e 950 cm™; (4) Impress&o digital ou regido anomérica,
entre 950 e 700 cm™ e (5) Regido esquelética, abaixo de 700 cm™. Assim, informacdos sobre
composicao e estrutura podem ser obtidas a partir do FTIR, para caracterizacdo de polissacarideos.
As bandas de absor¢édo da espectroscopia de infravermelho a aproximadamente 3420, 2900, 1600,
1300 e 940 cm™ séo utilizadas para obter informacdes sobre a estrutura de polissacarideos do tipo
xiloglucana (PETIBOIS et al., 1999; SUN et al., 2005; GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011;
GU; CATCHMARK, 2012; KAUR, 2012; RUIZ et al., 2013)

3.3.2 Difracao de raios X
A técnica de difracdo de raios-X (DRX) é um meétodo preciso e eficiente, largamente

empregado em pesquisa cientifica e tecnologica, particularmente, para ensaios ndo-destrutivos em

aplicacOes industriais. Na atualidade, é a Unica técnica para a caracterizacdo microestrutural precisa
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de estruturas cristalinas e amorfas, mesmo para o caso de estruturas complexas, como € o0 caso de

proteinas e virus, e vem sendo aplicada em diferentes areas, tais como, na visualiza¢do direta de
imperfei¢Oes de planos atdmicos, na quantificagdo em tempo real da dindmica de fendmenos de
transformacdes de fases, crescimento de cristais, geracdo de defeitos, processos e mecanismos de
precipitacdo e difusdo, entre outros. O principio do método baseia-se no espalhamento elastico dos
raios X ao atingirem um material, sem perda de energia pelos elétrons de um atomo, o que quer
dizer que ap0s a colisdo com o elétron, o foton de raios X muda sua trajetéria mantendo, porém, a
mesma fase e energia do foton incidente. Se os atomos que geram este espalhamento estiverem
arranjados de maneira simétrica, como em uma estrutura cristalina, apresentando entre eles
distancias proximas a do comprimento de onda da radiagdo incidente, pode-se verificar que as
relacOes de fase entre os espalhamentos tornam-se periddicas e que os efeitos de difracdo dos raios
X podem ser observados em varios angulos (KAHN, 2012).

A medida da direcdo de espalhamento dos feixes difratados permite a determinacdo de
propriedades fundamentais de materiais no estado cristalino, bem como das propriedades da
unidade celular do cristal e sua simetria (CULLITY, 1978).

Atualmente, a principal aplicacdo da difracdo de raios X refere-se a identificacdo de
estruturas cristalinas poliméricas, a exemplo dos polissacarideos, capazes de interagir naturalmente
com a agua e induzir transi¢des estruturais, relacionadas a transi¢fes amorfo-cristalinas (MARTINS
et al., 2012). O indice de cristalinidade do polissacarideo, por sua vez, ¢ medido como a
porcentagem de cristalinidade do polimero e esta relacionado ao alinhamento das moléculas na sua
estrutura (MUDGIL et al., 2012).

3.3.3 Reologia

Reologia € a ciéncia que estuda a deformacdo e o fluxo dos materiais sob influéncia de
tensdes (BARNES et al., 1989). Dentro deste contexto, os materiais podem ser definidos como
solidos ou liquidos. Schramm (2006) define como sdélidos ideais aqueles que se deformam
elasticamente, ou seja, a energia necessaria para a deformagéo é completamente recuperada quando
a tensdo € removida. Conforme o mesmo autor, fluidos ideais sdo aqueles que se deformam
irreversivelmente, pois fluem sob acdo de uma tensdo. A energia requerida neste processo €
dissipada em forma de calor e ndo € recuperada quando a tensao € retirada.

O tipo mais comum de deformacéo dos fluidos é por cisalhamento simples, que gera um
escoamento caracterizado pelo movimento relativo das moléculas do fluido devido & acdo de uma

forca externa. Uma das principais propriedades medidas na deformacéo de fluidos é a viscosidade,
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que assim como o modulo elastico (para sélidos) € um fator determinante para o uso e aplicacdes

dos materiais fluidos. Além de ser uma medida direta da qualidade do fluido em servico, a
viscosidade pode fornecer importantes informagdes sobre varia¢Ges estruturais que ocorrem durante
a aplicacdo de uma deformacdo ou tensdo. A viscosidade, portanto, pode ser definida como a
resisténcia ao movimento do fluir de um material (BARRA, 2012).

Nesse contexto, a discussdo dos conceitos de tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento
torna-se importante para o entendimento dos conceitos fisico e matematico da viscosidade. A tensdo de
cisalhamento é caracterizada como a forca aplicada por unidade de area cisalhante, necesséria para
manter o escoamento do fluido, enquanto a taxa de cisalnamento estd relacionada ao deslocamento
relativo das moléculas do fluido. A teoria de Newton para a viscosidade se restringe para um
determinado numero de fluidos, entretanto, existem materiais que, sob escoamento dirigido por
cisalhamento, apresentam comportamento distinto do previsto por Newton. Em alguns fluidos, a
viscosidade depende do cisalhamento aplicado ou do tempo de sua aplicacdo, ocasido em que deixa
de ser uma propriedade constante para se tornar dependente das condi¢cGes em que o fluido é
deformado e quando, entéo, passa a ser denominada viscosidade aparente (BARRA, 2012).

Fluidos com comportamento ndo newtonianos podem ser classificados em pseudoplésticos,
dilatantes e plasticos (SCHRAMM, 2006), isto é:

I- Fluidos pseudoplasticos: apresentam uma diminuicdo na viscosidade quando a taxa de
cisalhamento aumenta. Isso ocorre porque, no repouso, as particulas e/ou as cadeias poliméricas que
compdem o liquido encontram-se desorientadas, entrelacadas ou enoveladas, mantendo uma ordem
interna irregular que gera uma alta viscosidade. Com o aumento das taxas de cisalhamento, as
particulas se orientam em direcdo ao fluxo e as moléculas poliméricas se desenovelam ou se
desagregam e se alinham em direcdo ao fluxo, isso permite uma maior facilidade de escoamento,
apresentando, assim, uma diminuicdo da viscosidade. Este tipo de comportamento é observado na
maioria das solucGes concentradas de polissacarideos.

II- Fluidos dilatantes: apresentam comportamento inverso aos pseudoplasticos, ou seja,
apresentam aumento de viscosidade quando a taxa de cisalhamento aumenta.

I11- Fluidos plasticos: necessitam a aplicacdo de uma tensdo inicial minima, que provoque
uma ruptura na sua estrutura, para que o material comece a fluir e perder a viscosidade de maneira
dependente da taxa de cisalhamento. O sistema apresenta ligagdes intermoleculares que formam
uma rede e o caracterizam como solido até que a forca externa aplicada seja superior aquela que
mantém esta rede, quando se observa um ponto de ruptura do gel.

Os fluidos ndo-newtonianos mencionados acima podem apresentar comportamento

reolégico dependente do tempo, sendo caracterizados como tixotrépicos ou reopéticos. Quando
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aplica-se uma tensédo aos fluidos tixotrépicos, ocorre um decréscimo na viscosidade aparente, que

tende a retornar a condi¢do inicial apenas ap6s um tempo de repouso. Em contrapartida, os fluidos
reopéticos apresentam um acréscimo na viscosidade aparente com o tempo de aplicacdo da tenséo e
a viscosidade inicial tende a ser recuperada apenas apés o repouso (TONELI; MURR; PARK,
2005).

Na reologia de sélidos, a propriedade de maior interesse é a elasticidade, enquanto que em
liquidos a viscosidade € a propriedade mais importante (TONELI; MURR; PARK, 2005). Entre os
dois comportamentos extremos existem os materiais que se comportam ora como liquidos ora como
solidos, dependendo da tenséo, da frequéncia ou da temperatura a que sao expostos. Estes materiais
sdo denominados de viscoelasticos (BARNES et al., 1989).

Os experimentos reol6gicos dindmicos se utilizam de tensdes oscilatorias para analisar a
viscosidade e a elasticidade das amostras, permitindo a avaliacdo do comportamento sélido ou
liquido dos fluidos através dos valores de G’ (mddulo de armazenamento ou elastico) e G” (mddulo
de perda ou viscoso). Ambos sdo expressos em Pascal (Pa) e compdem o modulo de cisalhamento
complexo (G*), que representa a resisténcia total a deformacdo (NAE, 1993). A maioria dos
polissacarideos ndo podem ser considerados puramente elasticos (G”= 0 e G’=G*) ou puramente
viscosos (G’=0 e G’=G*), pois geralmente apresentam ambos os componentes G’ e G”
(SCHRAMM, 2006).

Nesse contexto, € importante identificar a regido de comportamento viscoelastico linear, isto
é, as condi¢Oes nas quais existe uma relacdo linear entre a deformacao sofrida e a tensdo imposta ao
material. A regido de viscoelasticidade linear é limitada para a faixa de amplitude para qual G* é
constante, garantindo que a amostra ndo seja deformada para o ponto em que a ligacdo interna
temporaria da molécula ou dos agregados seja destruida, e a maior parte da energia introduzida é
irreversivelmente perdida como calor (FERRY, 1980).

A propriedade reologica envolve diferentes mecanismos de associacdo entre cadeias, as
quais dependem das caracteristicas individuais de cada polimero, sendo assim, géis e solucdes de
diferentes polimeros apresentardo formas e texturas diferentes, podendo ser aplicados em diferentes
tipos de industrias (TONELI; MURR; PARK, 2005; TOSIN, 2008). As solugdes de xiloglucanas
obtidas de sementes de H. courbaril geralmente exibem um comportamento ndo-newtoniano, em

que a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento (BUSATO et al., 2009).

3.3.4 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa

A técnica GC-MS revolucionou a andlise dos compostos volateis e permitiu obter
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informacao importante sobre misturas de compostos sintéticos ou naturais. Em termos instrumentais

esta técnica consiste na juncdo de um cromatdgrafo gasoso e de um espectrdmetro de massa, em
que este funciona como um sistema de detec¢do altamente especifico e universal (JICKELLS;
NEGRUSZ, 2008). Para determinacdo de compostos polares por GC-MS ¢é necessario a utilizacéo
da etapa de derivatizacdo, que permite a modificacdo da funcionalidade da molécula, aumenta a sua
volatilidade, diminui a polaridade e melhora a sua a estabilidade. A derivatizacdo permite também a
reducdo da adsorcéo do analito no GC, melhorando a resposta no seu detector e uma separagao mais
eficiente dos picos cromatograficos (WORDS, 1997).

No GC-MS a amostra é injetada no capilar do GC, os seus constituintes sdo separados na
coluna e entram no espectrémetro de massa atraves da interface, estes sdo ionizados e fragmentados
na fonte de ionizacdo e posteriormente analisados e detectados. Os componentes do espectrometro
de massa tém de estar sob sistema de vacuo, permitindo a conversdo da maior parte das moléculas
em ions, com um tempo de retencéo satisfatorio para ser analisado (SKOOG et al., 2006).

A amostra é vaporizada e transportada para a fonte de ionizacdo. Naturalmente, as amostras
introduzidas no espectrébmetro de massa sdo tipicamente neutras necessitando, portanto de serem
ionizadas. A fonte de ionizacdo mais comum em espectrometria de massa € por impacto eletrénico,
ocorrendo um bombardeamento de elétrons na amostra com elevada energia. E gerado um feixe de
elétrons num filamento aquecido, na fase gasosa de alta energia, onde elétrons térmicos sdo
acelerados através de uma diferenca de potencial incidente na amostra e sdo emitidos, produzindo
fons positivos e negativos ou espécies neutras, por perda ou ganho de elétrons (JICKELLS;
NEGRUSZ, 2008).

Os cations sdo conduzidos para o analisador de massa por repulsdo eletrostatica. O
analisador de massa tem a funcéo de selecionar os ions de acordo com os seus valores massa/carga
(m/z). Os analisadores mais comummente utilizados sdo o quadrupolo e o ion trap (armadilha de
ions) (SKOOG et al., 2006; JICKELLS; NEGRUSZ, 2008).

A andlise de dados é controlada por um computador, que segue as instrucGes pré-definidas
do operador. O controle da funcdo de varredura € de extrema importancia visto que desta resulta os
dados necessarios para a caracterizacdo dos produtos analiticos. O tracado cromatogréafico é feito
somente com base no sinal gerado por alguns ions de massas selecionadas por serem caracteristicos
de uma determinada amostra (SKOOG, HOLLER; NIEMAN, 2002).

3.3.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Copolimeros sdo macromoléculas formadas a partir de dois ou mais mondmeros de
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estruturas quimicas diferentes. As propriedades fisicas dos novos produtos polimericos obtidos sdo

caracteristicas importantes a serem analisadas, por exemplo, através da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN)'H e'*C e a espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho (RZAEV et al., 2001).

A espectroscopia de RMN permite o estudo do encadeamento dos monémeros, levando em
consideracdo a configuragdo dos carbonos anoméricos na cadeia macromolecular, identificando e
quantificando diferentes preparacdes e compostos. Nos dias de hoje, a espectroscopia de RMN
surge como uma das mais importantes técnicas para analise estrutural de polissacarideos permitindo
uma caracterizacdo estrutural direta, fornecendo informacgfes sobre: quantidade relativa de seus
componentes, composi¢cdo monossacaridica, posicdo e tipo da ligagdo glicosidica (TOSIN, 2008).

Xiloglucanas possuem caracteristicas estruturais peculiares que podem ser identificadas em
espectros unidimensionais (1D e 2D) de préton (*H) e carbono (**C). A complexidade estrutural
desses compostos proporciona sobreposicdo de sinais em espectros de uma dimensao (1D) por esse
motivo sdo realizadas as técnicas de separacdo espectral que permitem isolar os carbonos quando
seus sinais estdo sobrepostos. No entanto para a realizacdo e obtencéo destes espectros 2D com alta
qualidade é necessario a utilizacdo de aparelhos mais modernos e por um periodo bem maior de
tempo (BUSATO et al., 2001; LUCYSZYN et al., 2011; MAHAJAN et al., 2013). A utilizacdo da
técnica de espectroscopia de RMN uni e bidimensional é suficiente para caracterizagdo estrutural
completa dos polissacarideos, bem como na determinacgdo de possiveis contaminantes e ou artefatos

provenientes do processo de extracdo laboratorial.

3.4 Membranas polissacaridicas

Membranas polissacariidicas podem ser produzidas pela técnica de ‘“solvent casting”,
também denominada de método de evaporacdo de solvente, este método é o processo mais utilizado
para a producdo de membranas polissacaridicas na literatura devido a sua simplicidade e baixo
custo (TANG et al., 2010; SIEVENS-FIGUEROA et al., 2012). No método de evaporacdo de
solvente os polissacarideos sdo primeiramente solubilizados em um solvente adequado, e em
seguida a solucdo é transferida ou espalhada em um molde, superficie ndo adesiva, para a secagem
em uma estufa para que o solvente evapore, depois que todo o solvente foi evaporado, a membrana
seca pode ser retirada do suporte (JONES; MEDLICOTT, 1995; MORALES; MCCONVILLE,
2011). Para uma maior uniformidade da matriz é recomendado a eliminacdo das bolhas de ar da
solugédo que podem ser formadas durante a homogeneizacao dos materiais (DIXIT; PUTHLI, 2009).

Outros métodos também sdo empregados para formacdo de membranas, 0 processo de
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nebuliza¢do “spraying”, onde a membrana ¢ formada por deposicdo de goticulas atomizadas,

formando camadas homogéneas de membranas (KFURI, 2003). e o processo de extrusao a quente,
onde os compostos sdo misturados e entdo submetidos a pressdo e aquecimento, em seguida o
material é forcado a passar por uma matriz onde sera modelado (MORALES; MCCONVILLE,
2011). Devido as condicdes de processo, esse metodo possui a desvantagem da degradacdo de
componentes termosensiveis, por isso a producdo por evaporacdo de solvente € a mais utilizada
(MORALES; MCCONVILLE, 2011). Um dos problemas encontrados no processo de evaporagéo
do solvente é que quando sistemas heterogéneos sdao empregados, como, por exemplo, quando o
farmaco ou o polissacarideo ndo forem solUveis no solvente, ocorre segregacdo durante a secagem
da membrana, resultando em membranas com duas ou mais camadas diferentes, inviabilizando
futuras aplicacdes (KFURI, 2003).

A estrutura de membranas polissacaridicas € dependente do estdgio no qual ocorre a
separacao de fases. Se a separacdo ocorrer precocemente, por exemplo, antes da formacéo do gel,
entdo serd obtido uma membrana com poros abertos em sua estrutura. De outra forma, se a
separacdo ocorrer em um estagio posterior da formacdo da membrana, quando as moléculas do
polissacarideo ja estiverem interagindo fortemente, ap6s a formacdo do gel, entdo membranas
contendo poros fechados em sua estrutura serdo formados. E se nenhuma separacdo ocorrer,
membranas com estrutura densa serdo formadas de maneira similar as membranas preparadas com
solventes ideais (JONES; MEDLICOTT, 1995).

Para a formacdo de membranas bioativas, a escolha do polissacarideo € importante, onde
deve ser levada em consideracdo sua afinidade com o composto ativo de interesse e as propriedades
mecanicas das membranas, pois a membrana deve ser suficientemente resistente para ser manejada
e transportado sem ser danificada, além de manter o composto ativo estavel até que ele seja liberado
(DIXIT; PUTHLI, 2009; NAGAR; CHAUHAN; YASIR, 2011). Dentre os polimero utilizados para
producdo de filmes pode-se destacar o uso da quitosana (BOURBON et al., 2011; ABRUZZO et al.,
2012; PINHEIRO et al., 2013), celulose (NISHIMURA et al., 2009), galactomanana (CERQUEIRA
et al., 2010; VALENGA et al., 2012) e xiloglucana (FURTADO et al., 2012; AVACHAT et al.,
2013).

As desvantagens das membranas contendo polissacarideos de fontes naturais em relacdo aos
de polimeros sintéticos, € que aqueles ndo apresentam boas caracteristicas mecéanicas, além de
apresentarem uma maior sensibilidade a agua, maiores valores de permeabilidade ao vapor de 4gua
(AUDIC; CHAUFER, 2005). Estudos envolvendo a otimizagdo das caracteristicas mecéanicas e
fisico-quimicas de membranas polissacaridicas pela adicdo de diferentes plastificantes foram

realizados e sugerem que a adicdo dessas substancias pode amenizar consideravelmente tais
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desvantagens (AUDIC; CHAUFER, 2005; VANIN et al., 2005; GODBILLOT et al., 2006;

CERQUEIRA et al., 2012). Os plastificantes séo utilizados na produgdo de membranas com a
funcdo de melhorar a flexibilidade e manuseabilidada, e para a escolha do plastificante deve-se
levar em consideracdo a afinidade com polissacarideo e com o componente ativo a ela adicionado,
de forma que o plastificante ndo cristalize na membrana ap6s a secagem (DIXIT; PUTHLI, 2009;
CERQUEIRA et al., 2012). A adicdo de um agente plastificante é necesséaria para superar a
fragilidade das membranas polissacaridicas, que ficam quebradicas devido as extensivas forgas
intermoleculares. Os plastificantes reduzem essas forcas, suavizam a rigidez da estrutura da
membrana e aumentam a mobilidade entre as cadeias biopoliméricas, melhorando as propriedades
mecanicas do filme (DIXIT; PUTHLI, 2009).

A xiloglucana, um polissacarideo extraido de sementes de H. courbaril, vem sendo
extensivamente investigada como possivel uso para formacdo de membranas (KAI; PETKOWICZ,
2010; ROSARIO et al., 2008). Uma infinidade de compostos ativos pode ser adicionada a
membranas bioativas, estes compostos irdo garantir a funcionalidade das membranas
polissacaridicas. Devido a esta caracteristica, este trabalho preparou membranas de xiloglucana com

ConA incorporada para aplicacdo em curativos topicos.

3.5 Lectinas

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica capazes de interagir
especificamente com carboidratos, aglutinar células animais e/ou vegetais e precipitar
polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos (CAVADA et al., 2001).

Esta definicdo implica que diferentes glicoconjugados, idénticos ou estruturalmente
similares, podem agir como receptores para a mesma lectina e que a presenca de no minimo um
dominio ndo catalitico, o qual se liga reversivelmente a um carboidrato especifico, € o Unico pré-
requisito para uma proteina ser considerada uma lectina (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Os
sitios de ligagdo a carboidratos, presentes na molécula de lectina interagem como carboidrato
especifico através do mecanismo do tipo chave-fechadura, envolvendo pontes de hidrogénio,
ligacdo metalica, interacdes de Van der Waals e interacdes hidrofébicas (KENNEDY et al., 1995).

A especificidade das lectinas é determinada pela conformacéo exata dos sitios de ligagéo e
da natureza dos residuos de aminodcidos para os quais o carboidrato € ligado. Dessa forma,
pequenas alteracdes na estrutura dos sitios de ligacdo, como por exemplo, a substituicdo de apenas
um ou dois residuos de aminoacidos, podem resultar em alteracdes significativas na especificidade

da lectina sem, no entanto, afetar sua estrutura tridimensional (SHARON; LIS, 1995).
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As lectinas apresentam uma distribuicdo ubiqua na natureza, sendo encontradas tanto em

organismos procariotos como em eucariotos (WANG; NG, 2003). A maioria das lectinas
conhecidas foram isoladas de sementes, folhas, cascas, frutos, raizes, bulbos e tubérculos
(RUDIGER et al.,, 2000). Sendo essas proteinas extraidas principalmente de sementes de
leguminosas (SHARON; LIS, 1995). Entre as lectinas de plantas mais estudadas e caracterizadas
estdo incluidos: Phaseolus vulgaris (PHA), Canavalia ensiformis (ConA), Phosphocarpuis
tetragonolobus (WBL), Triticum vulgare (WGA) e Lycopersicon esculentum (lectina do tomate)
(KOMPELLA; LEE, 2001).

A ampla ocorréncia das lectinas vegetais e, a variedade de especificidade por carboidratos,
despertou o interesse para investigacGes das fungdes destas proteinas que resultou nas seguintes
atividades (SHARON; LIS, 2004): renovacao de glicoproteinas do soro e defesa contra patégenos
(CHANG; ZHU, 2002); proteinas de estocagem e adsor¢éo viral e resposta imunoldgica (CHEN et
al., 2005); transporte de carboidratos (KAMIYA et al., 2005); mediacdo da interacdo célula-célula
e patdgeno-hospedeiro (SAOUROS et al., 2005). Porém uma das grandes importancias fisioldgicas
da lectinas esta associada a sua utilizacdo como reagentes policlonais para investigar as bases
moleculares no controle da ativacdo e proliferacdo de linfocitos; para identificar e fracionar células
do sistema imune e como drogas (SINGH et al., 2005).

Lectinas vegetais vém recebendo atencdo particular devido a sua potencial aplicacdo em
andlises laboratoriais, ja que possuem especificidade por carboidratos diferentes, sendo rapidamente
imobilizadas em suportes inertes (BASZKLIN et al., 2000). As matrizes comerciais de afinidade
contendo lectinas sdo amplamente utilizadas na purificacdo de glicoproteinas de membrana ou
glicolipideos e em estudos de caracterizacao de enzimas e receptores (LIMA et al., 1997).

Em algumas sementes de leguminosas, a localizacdo das lectinas esta bem caracterizada. A
maioria dos estudos indica que as lectinas estdo localizadas no parénquima celular, em vacuolos
especializados denominados corpos proteicos (MELGAREJO; PEREZ et al., 1997). Outros
pesquisadores relatam que as lectinas estdo presentes no citoplasma e associadas a parede celular
(CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991). Parte das leguminosas e sementes contém isolectinas, que séo
formas moleculares mdltiplas da lectina que exibem diferencas nas propriedades biologicas e
estruturais: especificidade de carboidratos, mudangas na sequéncia de aminodcidos (LIS; SHARON,
1990). Lectinas sdo proteinas que, quando incorporadas em membranas polissacaridicas, podem
preservar suas atividades bioldgicas (GEMEINER et al, 2009).
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3.5.1 Lectina de Canavalia ensiformis (ConA)

A Concanavalina A (ConA) € uma lectina extraida de Canavalia ensiformis, popularmente
conhecido como feijdo-de-porco e amplamente estudada como sistema modelo no entendimento da
base molecular do reconhecimento protéico por carboidratos (CORREIA et al., 2008). Esta lectina
constitue o grupo de proteinas que se ligam a carboidratos, diferindo entre elas na estrutura
molecular, especificidade ao carboidrato ligante e na atividade biologica, com origem vegetal,
pertencente a familia das lectinas de leguminosas, que se liga especificamente as unidades a-D-
manose ¢ a-D-glicose de carboidratos complexos. Sua estrutura molecular (REEKE et al., 1975), é
composta por duas subunidades idénticas de 237 residuos de aminoacidos, de 26.000 g/mol cada
uma. Ela se apresenta como dimero em pH 4,5 a 6,0, e em pH maior que 7, é predominantemente
um tetramero (DAM; BREWER, 2002). O reconhecimento dos carboidratos por ConA ocorre
através de ligagdes do tipo pontes de hidrogénio formadas entre os residuos de aminoacidos polares
e 0s atomos de oxigénio do anel glicosidico. Além disso, para a ConA se ligar aos agucares, dois
fons metélicos, Mn®* e Ca*, devem estar presentes no meio (LORIS et al., 1998).

A possibilidade de se distinguir as forcas intermoleculares entre ConA e diferentes
receptores foi estudada por microscopia de forca atdbmica, medindo-se forcas de adesdo entre ConA
e as glicoproteinas imobilizadas arilsulfatase A e carboxipeptidase A, e entre ConA e a superficie de
células de carcinoma da préstata. Esses sistemas se mostraram promissores na investigacao das
alteracBes na expressdo de glicoproteinas de membrana celular nos diferentes tipos de cancer
(LEEKA et al., 2004).

A ConA destaca-se no uso para resolucdo do processo inflamatorio, observando-se a
liberacdo de histamina em mastécitos (LOPES et al., 2005), atividade antiinflamatéria (CECHINEL
et al.,, 2001) e estimulacdo mitogénica de linfécitos (MACIEL et al., 2004). Devido a alta
especificidade, elas possuem aplicacfes na determinacdo de tipos sanguineos, reconhecimento de
carboidratos de superficies celulares, deteccdo de cromossomos defeituosos e nos diagnosticos de
cancer e imunodeficiéncias (SHARON; LIS, 2004).

Por ter sido a primeira lectina isolada, a ConA tem estrutura e propriedades bem
caracterizadas (SHARON; LIS, 2004), e estudos de imobilizacdo dessa biomolécula vém sendo
realizados. Trabalhos relatam adsor¢do de ConA sobre membranas automontados de manose sobre
ouro, foi descrito pelo modelo de Langmuir (ZHANG et al., 2006).

A semelhanca entre as lectinas ConA e Cramoll 1,4 caracteriza-se por elas possuirem a
mesma especificidade de ligacdos aos tipos de carboidratos, portanto a ConA, Cramoll 1,4 e

Cramoll 3 conjugadas com peroxidase foram usadas em histoquimica para avaliacdo de alteracfes
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na glicosilacdo em processos de diferenciagdo celular em tecidos de prostata humana : normal

(NP), hiperplasia (BPH) e de carcinoma de prostata (ACP), estas lectinas comportaram-se como
candidatos para sondas histoquimicas para patologias da prostata (LIMA et al., 2010).

O uso terapéutico de lectinas no processo de reparacdo do tecido ainda € pouco estudado,
Yasuoka et al. (2003) utilizado lectinas de Phaseolus vulgaris (PHA) e lectinas de Canavalia
ensiformis (ConA) em Ulceras intestinais induzidas por indometacina em ratos, observaram uma
reparacgdo tecidual mais rapida nos animais tratados com lectinas.

A ConA é uma lectina que apresenta diversas agdes tais como antitumoral, mitogénica e
indutora da atividade cicatrizante (NILSON, 2007). Clinicamente e para efeitos didaticos, costuma-
se estudar o processo cicatricial em trés etapas: 1, fase Inflamatoria; 2, fase de Fibroplasia e 3, fase
de Contracdo (ROBBINS, 2005). Estudos tém demonstrado o perfil imunomodulatério de ConA,

como caracterizacdo de tecidos cancerigenos humanos (MELO et al., 2010).

3.6 Processo de cicatrizacao

Dentre os tecidos epiteliais de maior importancia encontra-se a pele, considerada o maior
6rgdo do corpo, recobrindo toda a sua superficie externa. A pele pode ser considerada como
primeira linha de defesa do organismo, constituindo uma barreira mecénica, promovendo protecéo
imunoldgica, termorregulacdo e secrecdo. Esta estrutura é dividida em duas camadas distintas, a
epiderme e a derme que estdo firmemente unidas entre si (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). A
hipoderme camada subcuténea, situada abaixo da derme tem a mesma origem embrionéria da
derme, esta aumenta o isolamento da pele e é responsavel pela unido da pele com os 6rgaos
adjacentes e a protege das lesdes causadas por pressdo ou estiramento (DE ALMEIDA, 2009).

Os colagenos pertencem a uma familia de proteinas da matriz extracelular (MEC) que
desempenha um papel importante na manutencdo da estrutura de varios tecidos e também possuem
outras importantes funcdes, como por exemplo: adesdo celular, quimiotaxia, migracdo (HEINO et
al., 2009). Alguns colagenos séo restritos em determinados tipos de tecido: por exemplo, tipo Il e X
e Xl sdo exclusivamente encontrado nas cartilagens; a familia do tipo IV nas membranas basais; e
tipo XVII nos hemidesmossomas da pele. Por outro lado, alguns tipos de colagenos séo encontrados
na maioria das MECs. As fibrilas do coladgeno frequentemente consistem de mais que um tipo de
colageno (MYLLYHARJU et. al., 2004).

A cicatrizagdo de feridas € um processo complexo que envolve a organizagdo de células,
sinais quimicos e remodelamento MEC com objetivo de reparar tecido lesionado. Por sua vez, o

tratamento de feridas busca o fechamento rapido da lesdo de forma a restabelecer a integridade do
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tecido lesionado. Diante disso é imprescindivel a compreensdo do processo biologico da

cicatrizacdo de feridas e regeneracéo tecidual (MENDONCA, 2009).

Uma ferida pode ser definida como qualquer lesdo que leve a uma descontinuidade cutanea
(Fig 5), existindo varias causas, entre as quais as mais frequentes sdo: o trauma (mecanico, fisico ou
quimico), a isquemia, a pressdo no local e devido a procedimentos cirurgicos (LI; CHEN;
KIRSNER, 2007).

Figura 5 — Esquema de uma leséo cutanea

FONTE: Disponivel em Banco de Imagens Free:(http://www.istockphoto.com/stock-photo-14356732-
scraped-knee.php?esource=SXC_Premium_Search_Top) Acesso em 03 de dezembro de 2013.

Diferentes tipos de células, matriz extracelular, proteinas e seus receptores estdo envolvidos
no processo bioldgico da cicatrizacdo, o qual € mediado por citocinas e fatores de crescimento. A
liberacdo de varios fatores de crescimento na ferida, como fator de crescimento derivado plaqueta-
PDGF, fator de crescimento epidérmico-EGF, fator de crescimento basico de fibroblastos-FGF,
fator de crescimento transformante beta-TGF-B1, e o fator de crescimento transformante alfa-TGF-
o, afetam o recrutamento, a ativagdo, a migracdo e a diferenciacdo de células no leito da ferida
(FERREIRA et al., 2008).

Ackermann (2007) dividiu o reparo em trés fases sobrepostas no tempo: (1) inflamagéo, (2)
formacéo do tecido de granulagdo com deposi¢éo de matriz extracelular e (3) remodelagéo (Figura
6). O reparo completo de tecidos resulta de alterndncias sucessivas de reacdes anabolicas e
catabolicas que tém os leucdcitos como uns de seus mais importantes protagonistas (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005).
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3.6.1 Fase inflamatoria

A pele lesada apresenta ruptura dos vasos sanguineos e consequente sangramento. Os
eventos iniciais do processo de reparo estdo voltados para o tamponamento destes vasos. Quase
imediatamente ap0s a injdria ocorre agregacdo plaquetéria e liberacdo de mediadores quimicos
soltveis, entre eles o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), iniciando a cascata da
cicatrizacdo. Vasodilatacdo, aumento da permeabilidade capilar, ativacdo do sistema complemento,
migracdo de polimorfonucleares (PMN) e de macrofagos para o leito da ferida séo caracteristicas da
hemostasia que precede a fase inflamatoria. Em seguida, surgem os sinais classicos que ddo nome a
fase — calor, rubor, edema e dor (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

As plaquetas continuam liberando mediadores quimicos, proteinas adesivas (fibrinogénio,
fibronectina, trombospondina, fator Von Willebrand VI1I1) e fatores de crescimento (PDGF, TGF-a.,
TGF-B, EGF e FGF) o que estimula a ativagdo de outras plaquetas formando o coagulo que
interrompe o sangramento (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; METCALFE; FERGUSON, 2007). O
coagulo, além de limitar a perda de constituintes circulatérios, fornece uma matriz preliminar, que
alicercara a migracdo das células responsaveis pelo desencadeamento do processo de reparo
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Na fase inflamatoria os neutrofilos convergem para a area da ferida cujos numeros
crescentes atingem o auge nas primeiras 24 a 48 horas. Para assumir o lugar dos neutrofilos em
numero decrescente pelo combate aos microrganismos, surgem os macrofagos, recrutados ao leito
Ulceral pelos mediadores quimicos liberados (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; METCALFE;
FERGUSON, 2007).

Os macrofagos sdo grandes células derivadas de mondcitos e desempenham um papel
decisivo na inducdo do processo de reparo. Além de auxiliarem os neutréfilos na eliminacdo de
bactérias eles fagocitam o tecido necrético promovendo o desbridamento da ferida. Os sinalizadores
quimicos produzidos por eles atraem mais macréfagos para o local e intensificam a migracéo e
proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais. Os fibroblastos sdo os principais componentes do
tecido de granulacdo e as células endoteliais promovem a angiogénese. Adicionalmente, 0s
macrofagos produzem fatores de crescimento incluindo o fator de crescimento endotelial vascular.
Tantas propriedades essenciais tornam o macrdfago um elo de transicdo entre a fase inflamatoria e a
proliferativa (BRADLEY et al., 1999; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; LI; CHEN; KIRSNER,
2007; METCALFE; FERGUSON, 2007).

Segundo Beanes et al. (2003) (A) Imediatamente ap0s a injdria, vasos sanguineos

danificados extravasam elementos sanguineos e aminas vasoativas para dentro da derme. A
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permeabilidade vascular é temporariamente aumentada para permitir que neutréfilos

polimorfonucleares (PMNSs), plaquetas e proteinas plasmaticas infiltrem a ferida. Em seguida ocorre
vasoconstricdo em resposta aos fatores liberados por estas células. (B) Ocorre a coagulacdo do
agregado plaquetario com fibrina que é depositada na ferida apos a converséo do fibrinogénio. (C)
As plaguetas liberam varios fatores, incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e fator de crescimento transformante p (TGF-B), que atraem PMNs para a ferida, sinalizando o
inicio da inflamac&o. (D) Apds 48 horas, macrdfagos substituem os PMNs tornando-se a principal
celula inflamatoria. Juntos, PMNs e macro6fagos removem debris da ferida, liberam fatores de
crescimento e iniciam a reorganizacdo da matriz extracelular. (E) A fase de proliferacdo inicia por
volta de 72 horas com os fibroblastos, recrutados para a ferida por fatores de crescimento liberados
pelas células inflamatdrias, iniciando a sintese de coladgeno. (F) Embora a taxa de sintese de
colageno desacelere ap6s cerca de trés semanas, a reticulacdo e reorganizagdo do colageno ocorrem

por meses apods a injuria na fase de remodelacdo do reparo (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo esquematica das fases da cicatrizacdo de feridas cutaneas
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FONTE: Adaptado de Beanes et al. (2003).
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3.6.2 Fase proliferativa

A segunda fase caracteriza-se por reepitelizacdo, neo-angiogénese, deposicdo de matriz e
sintese de colageno (DOUGHTY; SPARKS-DEFRIESE, 2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Uma vez que ja existe uma matriz provisoria formada por fibrina, fibronectina e colageno
tipo V, esta serve de alicerce que possibilita a migracdo de queratindcitos e a reepitelizacdo do leito
da ferida. Esta migracdo ocorre a partir de apéndices remanescentes de pele, como as bordas da
ferida e os foliculos pilosos. Receptores de integrinas, fatores de crescimento e metaloproteinases
(MMP) matrizes também estdo envolvidos na migracdo dos queratinécitos. Tais MMPs degradam o
colageno tipo IV e rompem a aderéncia dos queratindcitos as fibras colagenas possibilitando que
avancem pelo leito ulceral (LI; CHEN; KIRSNER, 2007). As células que migram em direcdo ao
leito da ferida formam uma Unica camada celular. Este processo € limitado a uma distancia de trés
centimetros da borda da ferida e pode ser retardado caso haja tecido necrético em seu trajeto. As
células da primeira camada formada sofrem divisdo mitética originando camadas adicionais. Este
novo tecido é bastante fragil e vulneravel a dessecacdo e a ruptura (BRADLEY et al., 1999; LI,
CHEN; KIRSNER, 2007).

Cerca de quatro dias ap0s a injuria, inicia-se a reconstituicdo dérmica, com o acimulo de
fibroblastos, formacéo do tecido de granulacdo e de novos arcos capilares (neo-angiogénese). Neste
momento, o fibroblasto passa a predominar no leito da ferida, sintetizando colageno e uma matriz
extracelular provisoria rica em fibronectina, elastina e proteoglicanos. Este tecido conectivo
sustenta as novas células e os frageis arcos capilares (DOUGHTY; SPARKSDEFRIESE, 2007; LlI;
CHEN; KIRSNER, 2007). Segundo o0s mesmo autores, os fibroblastos também sofrem
diferenciacdo em miofibroblastos, células pouco proliferativas e com grande concentracdo de
miofibrilas contrateis, assemelhando-se as células do musculo liso. Assim modificados, podem
participar da contracdo da ferida.

Mediante a acdo do fator de crescimento derivado de plaquetas 1 (PDGF1), 5-
hidroxitriptamina, angiotensina, vassopressina, epinefrina e norepinefrina, as células do leito da
ferida se alinham aos miofibroblastos e uma contragdo unificada ocorre na direcdo das linhas de
tensdo da pele, exigindo para isso contato célula-célula e célula-matriz (LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

A baixa tensdo de O, e 0 alto contetdo de acido latico presentes no leito da ferida
juntamente com fatores de crescimento endoteliais vasculares secretados pelos queratindcitos
estimulam a neo-angiogénese que diminui & medida que a oxigenacao local aumenta (DOUGHTY;
SPARKS-DEFRIESE, 2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
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3.6.3 Remodelamento

Por volta do décimo dia, o preenchimento do leito da ferida por tecido de granulacdo esta
completo (VITORINO FILHO et al., 2007), e este é servido por uma rede capilar e uma rede
linfatica em regeneracéo acelerada, devido a sua reconstrucéo ter inicio posterior ao da vasculatura.
A medida que mais fibras colagenas vdo sendo depositadas no tecido de granulagio, este vai se
assemelhando a uma massa fibrotica caracteristica de cicatriz. As primeiras fibras de colageno tipo |
surgem nesta etapa e este € o tipo de colageno predominante no tecido conjuntivo denso, sempre
formado feixes de fibras (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A fase final do processo de cicatrizacdo envolve diminuicdo da atividade celular e etapas
sucessivas de producdo, digestdo e orientacdo das fibras colagenas (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005; HOSGOOD, 2006). Ocorre 0 aumento da producdo de colagenase para digerir o acimulo
excessivo de colageno, regressao da exuberante rede de capilares e aumento da resisténcia do tecido
neoformado (DOUGHTY; SPARKS-DEFRIESE, 2007) devido a reorganizacdo das fibras. Este
processo ocorre no decorrer de meses ou anos (Figura 7) e a cicatriz madura alcanca apenas 70% da
forca ténsil da pele normal (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Figura 7 — Fases ordenadas da cicatrizacao de feridas, em funcdo do tempo
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FONTE: Adaptado de Francischetti et al. (2009). A cicatrizacdo de feridas é dividida em trés fases:
inflamatoria, proliferativa e remodelacéo. A proliferacdo é uma etapa critica do processo e é caracterizada por
uma intensa multiplicacéo de células endoteliais, acimulo de fibroblastos e sintese de colageno. O processo
necessita de nutri¢do, oxigénio e suporte fisico para o crescimento tecidual.

Intensidade relativa

3.7 Avaliacao do processo cicatricial

Dentre os metodos utilizados para avaliar de maneira sistematica a cicatrizacdo de feridas,
0s mais utilizados sdo a avaliacBes clinica, morfométrica e histolégica (TYRONE; MARCUS;
BONOMO, 2000; LOPES et al., 2005; GUL et al., 2007).
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3.7.1 Auvaliacédo clinica

A avaliacdo clinica das feridas € o principal método utilizado para avaliar a reparacéao
tissular fundamentando-se no exame macroscépico da lesdo. Considerando que é possivel inferir em
que fase da evolucdo do processo cicatricial a lesdo se encontra, é possivel fazer uma correlacdo
entre 0 que foi observado e o tempo da instalacdo da injaria, e entre os achados e as analises
microscopicas (HOSGOOD, 2006; LIMA, 2010).

Durante a fase inflamatoria da cicatrizacdo, observa-se macroscopicamente em feridas
abertas, a presenca de um codgulo sanguineo e exsudato serossanguinolento ou purulento (LIMA,
2010). Macroscopicamente, a fase proliferativa é marcada pela visualizacdo do tecido de
granulacdo, que pode assumir aspecto variavel, desde avermelhado e exuberante a rdseo,
esbranquicado, granular nodular, de acordo com a quantidade de coldgeno e vasos sanguineos
neoformados. Observa-se também a contracdo da ferida entre o quinto e 0 nono dias apds o trauma,
com notavel reducdo do seu didmetro (Figura 8). E necessario ressaltar que a taxa de contracio
depende da localizacdo anatémica da ferida e a flexibilidade do tecido adjacente. Segundo De Nardi
et al. (2004), Gul et al. (2007), Lima (2010), Martins et al. (2006) ainda nessa fase tem inicio a
reepitelizacdo, evidenciada pela presenca de tecido rdéseo integro localizado nas bordas da leséo
(Figura 8).

Figura 8 — Analise do fechamento de ferida. Fotografias padronizadas da evolucdo do
processo de reparacao tissular
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FONTE: Adaptado de Scherer et al. (2008). Contracédo da ferida (C), reepitelizacdo (E) e superficie aberta (O)
que foi avaliada como um percentual da area inicial da ferida (1).
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3.7.2 Avaliacdo morfométrica

A mensuracdo da area da ferida é um dos aspectos fundamentais na avaliacdo do processo
cicatricial. Esta informacdo fornece, de maneira objetiva, parametros que indicam a melhora ou
piora da cicatrizagdo (NIX, 2007).

A mensuracao bidimensional é a mais simples, rapida e mais utilizada na prética clinica, ndo
requer equipamento especializado e abrange medicdes lineares, tracados e fotografias das feridas.
As medidas lineares determinam o tamanho ou a area das feridas, multiplicando-se o comprimento
pela largura, a fim de estabelecer um parametro comparativo entre a medida inicial e as demais
obtidas durante a evolucdo do processo. Dessa forma torna-se possivel a determinacdo da taxa de
contracdo da lesdo (GOMES, 2009).

O paquimetro € a ferramenta mais utilizada por pesquisadores para determinacdo da area da
ferida, sendo que os paquimetros digitais sdo os mais empregados atualmente por conferirem
medida mais determinada do didmetro da lesdo (GUL et al., 2007; MENEZES; COELHO; LEAO,
2008; LIMA, 2010).

3.7.3 Avaliacdo histologica

Segundo Lima et al. (2010) a andlise histologica da ferida é empregada especialmente em
associacdo a avaliacdo clinica do processo cicatricial, e essa inter-relagdo confere maior
credibilidade aos resultados. A coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) é utilizada rotineiramente
para a analise microscépica das diferentes fases do processo de reparacgdo tecidual (MARGULIS et
al., 2007). Alguns componentes especificos nas diferentes etapas de reparo tissular necessitam de
outros métodos de colorago, como o Tricrdmico de Masson e Picrossirius (EULALIO et al., 2007;
SEZER et al., 2007). A coloracdao Tricromico de Masson é um método de coloracdo consagrado,
utilizado em inGmeras pesquisas cientificas e possibilita a visualizacdo de fibras colagenas e
musculares, corando as primeiras de azul claro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Microscopicamente, a presenca de exsudato na incisdo € normal nas primeiras 48 a 72 horas.
Ap0s esse periodo, a exsudacgéo é sinal de prejuizo a cicatrizacdo (BATES-JENSEN, 1998). Quando
persiste 0 exsudato, ocorre desagregacdo da crosta favorecendo o desenvolvimento de
microrganismos entre ela e o tecido de granulagdo (OLIVEIRA, 1992). Cerca de seis horas apds o
trauma, a margem da ferida contém fagocitos, e por volta de 24 horas o codgulo ja esta invadido por
estas células, com predominio dos neutrofilos. Com 48 horas o nimero de neutrofilos diminui

sensivelmente, passando o exsudato a ser constituido predominantemente por macrofagos
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(VITORINO FILHO et al., 2007).

Na fase proliferativa, o tecido de granulagéo invade progressivamente o espaco incisional.
No quinto dia, este espaco é preenchido por tecido de granulacdo. O coldgeno inicialmente é
escasso e se cora fracamente. A quantidade de coldgeno aumenta com o tempo e por volta de duas
semanas suas fibras passam a predominar na matriz extracelular (VITORINO FILHO et al., 2007).
O colégeno tipo 111 é o primeiro a surgir na ferida e caracteriza-se como colédgeno jovem ou imaturo
e confere aspecto desorganizado as fibras (RICH; WHITTAKER, 2005). Treze dias apds a lesdo é
nitida a retracdo da ferida cuja funcédo € atribuida aos miofibroblastos (VITORINO FILHO et al.,
2007).

Na fase de remodelamento, o colageno tipo I, maduro, substitui o tipo Il em cicatrizes
antigas e se caracteriza pela maior organizacao das fibras coladgenas (RICH; WHITTAKER, 2005).
Quando a ferida se fecha, o numero de células dos vasos sanguineos e de miofibroblastos diminui.
Isto se deve ao fendmeno denominado apoptose ou morte celular programada, pelo qual o tecido de
granulacéo evolui para a cicatriz (DESMOLIERE et al., 1995).

3.8 Protedmica

A identificacdo de genes tem contribuido para a compreensdo dos mecanismos No Processo
de cicatrizacdo. Contudo, mudancas transcricionais ndo refletem a expressao de proteinas (GYGI et
al, 1999), uma vez que processos pds-transcricionais, alterando a quantidade de proteina ativa,
como a sintese, modificacdo e a degradacdo de proteinas, ndo sdo levadas em consideracdo,
podendo haver um aumento dréstico no proteoma sem um aumento comitente da expressdo génica.
Assim, abordagens complementares como o estudo de proteomas podem ajudar a identificar as
proteinas relacionadas neste processo (CHEN; HARMON, 2006).

A protedmica surgiu quando pesquisadores comecaram a criar as bases de dados de
proteinas usando naquela época a moderna técnica de eletroforese bidimensional (O’FARREL,
1975). O termo proteoma foi proposto por Wilkins e Willians, em 1994, como sendo todo o
conteudo de proteinas expressas por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao
complemento proteico expresso por um tecido ou células diferenciadas (WILKINS et al., 1996).
Depois da repercussdo provocada pelo sequenciamento do genoma de varios organismos,
pesquisadores perceberam que, para se compreender a funcdo génica em toda sua plenitude, era
necessario o estudo em larga escala das proteinas expressas. Verificou-se que, apesar de importante,
a analise das sequéncias de nucleotideos nem sempre reflete uma relacdo direta com os niveis de

proteinas expressas e, consequentemente, de atividade bioldgica (GYGI et al., 1999).
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Enquanto o genoma de um organismo permanece relativamente estavel ao longo da vida, o

proteoma é extremamente dindmico e variavel. A andlise protebmica permite saber se um gene esta
sendo expresso, isto é, a concentracdo relativa desse produto e, por fim, as modificacbes que podem
ocorrer nessas proteinas ap6s a sua traducdo. A analise protebmica pode mostrar também como
esses processos metabdlicos, regulatérios e de sinalizacdo se tornam disfuncionais nos estados
patologicos e como podem ser manipulados, mediante, por exemplo, a administracdo de
medicamentos ou a terapia génica (GALDOS, 2009).

Inicialmente, o objetivo dos estudos proteémicos foi identificar em larga escala todas as
proteinas presentes em uma célula ou tecido. Estudos tratavam na analise simultanea de misturas
complexas de proteinas como as provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o
intento de detectar diferencas quantitativas e qualitativas na expressao proteica (WESTERMEIER,;
NAVEN, 2002).

As razBes que justificam tal magnitude do proteoma sdo as variacdes na clivagem do RNA e
as modificagBes pods-traducionais, que o torna varias vezes maior e complexo que o genoma
correspondente. Modificagcdes na quantidade das proteinas com o tempo, com o desenvolvimento
do organismo e as alteracGes do meio ambiente, tornam este desenvolvimento dinamico (WILKINS
etal., 1996).

Uma vez que as andlises realizadas através do DNA e da sequéncia do RNAmM por si s6 ndo
determinam as propriedades dos sistemas biolégicos, a analise do proteoma € uma ferramenta de
apoio conceitualmente atrativa, pois atrelada a estudos genémicos e transcriptdmicos, podem
fornecer dados que complementem a determinacéo de tais propriedades. Estas incluem a quantidade
de expressdo da proteina, a localizacdo subcelular, o estado de modificacdo, e a associacdo com
ligantes, bem como a taxa de variacdo com o tempo (GYGl et al., 1999).

Uma das técnicas de proteoma mais utilizada € a 2D-PAGE, acoplada a espectrometria de
massas. No contexto da protedmica comparativa, onde o objetivo € identificar diferencas
quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a técnica de 2D-PAGE é um método de
escolha, e gera dados em um formato que possibilita uma boa avaliacdo visual, para amostras pouco
complexas, e fornece comparagfes quantitativas (RABILLOUD, 2010). Esta técnica permite a
separacdo, a visualizacdo e a quantificacdo de proteinas reproduzidas sobre um gel Unico (KLOSE;
KOBALZ, 1995; O'FARELL, 1975).

Com os recentes avangos, como 0 aumento da reprodutibilidade pelo uso de gradientes
imobilizados de pH, a visualizacdo de imagens e aumento de sensitividade de deteccdo; devido ao
incremento de tecnologias utilizando fluorescéncia e nas andalises por espectrometria de massas,

como o aumento de sensibilidade, resolucdo e velocidade de aquisicdo de dados de identificacdo de
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proteinas para um nivel que permite a analise em larga escala de proteinas separadas por

eletroforese bidimensional (2-DE), a protebmica tem se tornado uma estratégia alternativa no
estabelecimento de marcadores bioquimicos e uma das mais utilizadas para analises metabdlicas e
de expressao génica global (SHEVCHENKO et al., 1996; PAWLOWSKI, 2007).

A eletroforese bidimensional apresenta tambem limitacfes, como baixa sensibilidade de
deteccdo de proteinas em baixa concentracdo, dificuldades na resolucdo de spots das proteinas com
pontos isoelétricos e massas moleculares e parecidos e pouca representacdo das proteinas
hidrofobicas. No entanto, repeticdes de géis, meticulosidade nas analises e aplicacdo de protocolos
mais especificos para recuperacdo de proteinas com baixa solubilidade tem feito com que estas
dificuldades venham sendo superadas (SANTONI et al., 2000; GORG et al., 2004). O uso de
compostos fluorescentes e de softwares de analise de imagens de géis tem proporcionado resultados
que permitem melhores interpretacdes de dados (PATTERSON; AEBERSOLD, 2003; TANNU;
HEMBY, 2006; VISWANATHAN et al., 2006).

A protedmica tem sido usada no estudo de varios organismos com diversos propositos,
como analise do perfil proteico para correlacdo filogenética, estudo das proteinas de membrana para
resolucdo das interacGes proteina-proteina, estudo de isoformas, resposta a diversas condicdes
fisioldgicas, doencas, deteccdo de modificacdes pds-traducionais, proteoma mitocondrial e nuclear
(LIEBLER, 2002).

Né&o foram encontrados, até 0 momento registros na literatura de que xiloglucanas obtidas a
partir de H. courbaril var courbaril tenham sido utilizadas como material polimérico na obtencéo
de membranas incorporadas com ConA para liberacdo de farmacos. Baseado nessas consideragoes,
a avaliagdo da possibilidade da xiloglucana extraida de sementes de H. courbaril ser usada como
material polimérico na obtencdo de membranas merece especial atencdo. O presente trabalho
apresenta a extracdo e caracterizacdo da xiloglucana de sementes de H. courbaril, a incorporacédo de
ConA em membranas deste polissacarideo para avaliar o seu efeito cicatrizante, com potencial de

utilizacdo como curativo topico, para promover a cicatrizagdo.
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Abstract

The polysaccharide extracted from H. courbaril var courbaril seeds was efficiently extracted with
0.1 M NacCl followed by ethanol precipitation. The extraction yields presented results of ne 71.71%
+ 5 e np 81.05% + 7. The amorphous structure and the xyloglucan characteristic peaks were
obtained by X Ray and FTIR respectively, while the monosaccharide composition performed by
GC/MS showed a relationship of Glucose:Xylose::Galactose:Arabinose (40:34:20:6). One- (1D)
and two-dimensional (2D) NMR spectra confirmed the central backbone of the polysaccharide
composed by 4-linked B-glucose units partially branched at position 6, with non-reducing terminal
units of a-xylose and (-galactose. The xyloglucan solution was evaluated by DLS presenting a
monodisperse and neutral profile, while by rheological analyzes the xyloglucan at 0.5 and 1.0%
(w/v) concentrations behaves as a viscoelastic liquid. Antibacterial activity and significant
hemolysis were not detected from the biological activities of the xyloglucan. The results indicate
that xyloglucan proved to be a promising material in food and pharmaceutical industries and can be

an alternative to commercial xyloglucans.

1. Introduction

Polysaccharides are polymers widespread in nature and available especially from plants and
microorganisms. They are an endless source of biopolymers generally non-toxic, biodegradable ,
biocompatible and sometimes exhibit properties of biorecognition (Mkedder et al., 2013). The
polysaccharides have a wide range of composition and physiochemical properties that cannot be
easily reproduced synthetically. Thus, the ease of obtaining it from natural sources becomes
numerous polysaccharides cheaper than synthetic polymers (Coviello, Matricardi, Marianecci, &
Alhaique, 2007).

Xyloglucans are linear polysaccharides with side chains usually found in the primary cell
walls and in the higher plants seeds with structural and storage functions, respectivelly. Its

chemical structure is a (1—4)-linked B-D-glucan backbone, substituted at O-6 by a-D-xylose
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branches and partially substituted in turn at O-2 by B-D-galactose units linked by hydrogen bonds

(Freitas et al., 2005; Hayashi, 1989; Jo, Petri, Beltramini, Lucyszyn, & Sierakowski, 2010;
Lucyszyn et al., 2009). Xyloglucans can be extracted from seeds of different species such as
Copaifera langsdorffii, Hymenaea courbaril and Tamarindus indica and their chemical structures
vary according to the origin (Rosario, Kangussu-Marcolino, Amaral, Noleto, & Petkowicz, 2011).

Xyloglucans are water soluble polysaccharides, non toxics, which can form highly viscous
solutions at low concentrations and in association with other polysaccharides, they form gels that
control the structure and the texture of many commercial products (Ikeda et al., 2004; Temsiripong,
Pongsawatmanit, lkeda, & Nishinari, 2005; Lucyszyn et al., 2011; Suisha et al., 1998). With unique
rheological properties, xyloglucans has potential use in food and medical industries (Maeda,
Yamashita, & Morita, 2007), where they have use as tablets or capsules, hydrogels and films
(Ribeiro et al., 2009; Lucyszyn et al., 2009; Rosario et al., 2011), enabling its use, for example, as a
carrier system for controlled drug release (Ribeiro et al., 2009; J6 et al., 2010).

Hymenaea courbaril var. courbaril is a brazilian tree belonging to the Fabaceae family and
the Caesalpiniaceae subfamily, popularly known as Jatoba (Ribeiro, Arizaga, Wypych, &
Sierakowski, 2009). This species occurs in the Amazon Rainforest, Caatinga, Cerrado, Atlantic
Forest and Pantanal (Branddo, Del Bem, Vincentz, & Buckeridge, 2009; Carvalho Filho, Arrigoni-
Blank, Blank, & Rangel, 2003). It"s undemanding compared to fertility and soil moisture, besides it
is important for the recovery of deforested areas and afforestation of large parks and gardens
(Carvalho Filho et al., 2003), and each tree produces an average of 10 kg of seeds/year that are a
source of xyloglucan (Busato, Vargas-Rechia, & Reicher, 2001; Lima, Reicher, Corréa, Ganter, &
Sierakowski, 1993). This work aimed the purification and the structural and rheological
characterization of the xyloglucan from the seeds of H. courbaril as well as evaluation of their
antimicrobial and hemolytic activities, in order to direct potential biotechnological applications

according to its physical-chemical profile.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

The pods of Hymenaea courbaril var. courbaril were collected in September 2010 at the
Parque Nacional do Catimbau, Buique-Pernambuco, Brazil. Botanical identification was made with
the deposit testimonies specimens in the Herbarium of the Instituto Agrondémico de Pernambuco
(IPA 84893), Brazil. Ethanol 99.8%, acetone PA, sodium chloride PA and phenol 95-98% PA were

obtained from Vetec Fine Chemicals Ltda. (Brazil). All other chemicals were of analytical grade.

2.2. Extraction and purification of xyloglucan

The xyloglucan from the seeds was obtained by methods described by Lucyszyn et al.
(2009) and Souza et al. (2010), modified as follows. The seeds were manually removed from the
pods, washed and boiled in distilled water at 100 °C for 30 min for enzyme inactivation and
softening of the hulls. After this period, the hull was removed and the seeds were dried at 60 °C to
constant weight (m;). The dry seeds were tritured with 0.1 M NaCl [15 % (w/v)] at 25 °C and the
crude extract (CE) obtained was centrifuged (Thermo Fisher Scientific Sorvall RC6, USA) for 20
min at 1.500 x g. The supernatant was filtered through a voil tissue, followed by a new filtration
using screen printing cloth (90 thread type), and precipitated with 46 % ethanol [1:3 (v/v)] for 16 h.
The precipitate was filtered on screen printing cloth (110 thread type), washed with 100% ethanol
[1:3 (w/v)] for 30 min and twice with acetone PA [1:3 (w/v)] for 30 min and, filtered on screen
printing cloth (110 thread type) between each washing and finally dried at 60 ° C until constant
weight (my). The precipitate (purified polysaccharide) was pulverized and stored in amber glass
bottles.

The yield of the extraction in mass (nm) was determined dividing the final mass of the
precipitate (m¢) by the initial mass of the dry seeds (m;) and expressed as % w/w. The purification
degree (Px) of the xyloglucan was analyzed by the total carbohydrate dosage (Dubois, Gilles,

Hamilton, Rebers, & Smith, 1956) dividing the mass of total carbohydrate of the CE (My) by the



65
mass of total carbohydrate of the purified polysaccharide (M;) and also expressed as % w/w.

2.3.Structural characterization
2.3.1. X-ray analysis

X-ray diffraction pattern of the xyloglucan was obtained by X-ray diffraction using a Bruker
D8 Advance (Germany) diffractometer (30 kV, 30 mA) equipped with CuKa radiation at
wavelength of 0.154 nm. The measurements were carried out for an angular interval varying from
5-60° (2 6 range), scanning rate of 5°/min, step of 0.02° and 2s per step. The total diffracted area
and the area under the crystallinity peaks were evaluated by integration after correcting the data for
absorption in order to determine the polysaccharide crystallinity. The relative crystallinity was

taken by the ratio of the crystalline area to the total area.

2.3.2. FTIR spectroscopy
Fourier transform infrared (FT-IR) spectra of xyloglucan samples embedded in KBr were
recorded on a VERTEX 70 (Bruker Optics, USA) spectrometer under dry air at room temperature

1

(25 °C). The analysis conditions were as follows: resolution 4 cm™, co-adding 128 scans and

frequency range 4000-500 cm ™.

2.3.3. Monosaccharide composition
2.3.3.1. Chemical Analyses

After acid hydrolysis of the xyloglucan (5.0 M trifluoroacetic acid for 2 h at 100 °C), the
alditol acetate derivatives were analyzed by gas-liquid chromatography/mass spectrometry (GCMS-

QP2010 Shimadzu, Japan) according to Kircher (1960).

2.3.3.2. Methylation of the Polysaccharides

The xyloglucan (5 mg) was subjected to two rounds of methylation as described by Kircher
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(1960). The methylated polysaccharide was hydrolyzed with 5 M trifluoroacetic acid for 2 h at

100°C, reduced with borohydride, and the alditols were acetylated with acetic anhydride:pyridine
(1:1, viv) , by Ciucanu & Kerek (1984) and Busato, Vargas-Rechia, & Reicher (2001). The alditol
acetates of the methylated sugars were dissolved in chloroform and analyzed in a gas

chromatography/mass spectrometry unit.

2.3.4. Nuclear Magnetic Ressonance Spectroscopy

One (1D) and two-dimensional (2D) spectra of the xyloglucan was recorded using a Bruker
DRX 400 MHz apparatus with a triple resonance probe, as described previously (Busato, Vargas-
Rechia, & Reicher, 2001; Tovar, Capillé, Santos, Vairo, Oliveira, Fonseca, & Mourdo, 2012).
Approximately 5 mg of each sample was dissolved in 0.5 ml of 99.9% deuterium oxide (Cambridge
Isotope Laboratory, Cambridge,MA, USA). All spectra were recorded at 50 °C with HOD
(deuterated water exhibiting a peak due to exchange with residual H,O) suppression by
presaturation. For 1D *H NMR spectra, 32 scans were recorded, using an inter-scan delay equals 1
second (s). For 2D *H/*H TOCSY (total correlated spectroscopy) and *H/**C HSQC (heteronuclear
single quantum coherence) experiments, spectra were recorded using states TPPI (time proportion
phase incrementation) for quadrature detection in the indirect dimension. TOCSY spectra were run
with 4046 x 400 points with a spinlockfield of 10 kHz and a mixing time of 80 milliseconds (ms).
Two-dimensional *H/*C Multiplicity-Edited HSQC spectra were recorded at 50 °C with HOD
suppression by presaturation, with 256 scans. The increment number setup was set to 64, and states-
TPPI were used for quadrature detection in the indirect dimensionand run with 1024 x 256 points
with globally optimized alternatingphase rectangular pulses (GARP) for decoupling. Chemical
shifts were displayed relative to external trimethyl-silylpropionic acid at 0 ppm for *H and relative

to methanol for *3C.
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2.4. C-potential and Dynamic Light Scattering (DLS)

Dynamic Light Scattering (DLS) and C-potential () measurements were carried out with the
xyloglucan solution 0.5% (w/v) at pH 5.8. The measurements were carried out on a ZetaSizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments, U.K.). The DLS cumulants analysis (30 scans) provides the
characterization of a sample through the apparent Z-average hydrodynamic radius (Rh) for the
particle size (nm) and polydispersity index (PDI), determined from the intensity of scattered light at
25 °C and a fixed scattering angle of 90°. Each sample was analyzed in a folded capillary cell. All
measurements were carried out in triplicate with three readings for each of them. The results are

given as average + standard deviation of the nine values obtained.

2.5.Rheological measurements

The rheological properties of the xyloglucan aqueous solutions at 0.5 and 1.0% (w/v) were
conducted in a stress controlled rheometer (Anton Paar MCR 301) equipped with two concentric
cylinder geometry cell with outer diameter (0.d.) = 28 mm and internal diameter (i.d.) = 24 mm,

with a temperature controlled at 25 °C.

2.5.1. Rotational flow studies

The continuous shear tests were carried out at 25°C over the shear rate (y) range of 1-1000 s°
! to measure the apparent viscosity (7). Measurements were carried, and 50 points were acquired

being collected the data of viscosity at the same time.

2.5.2. Oscillatory flow studies
The dynamic oscillatory mode studies were conducted varying the applied
torque/deformation angular frequency, @, from 1 to 500 rad s™. The storage (G’) and loss (G”)

module sample responses were recorded during the frequency sweep at a rate of one acquisition



68
every 5 s. The strain deformation amplitude, », was fixed at 0.2 % amplitude and 50 points were

acquired.

2.5.3. Stress-strain studies

For the stress-strain study, the rheometer was operated in oscillatory mode. For a fixed
frequency @ = 2 —rad s™ an externally applied shear stress, 7, was varied from 1 to 300 Pa and the
storage (G”) and loss (G””) module sample responses were recorded. One acquisition was carried out

every 5 s and 50 points were obtained.

2.6. Biological Activities
2.6.1 Antibacterial activity

Gram-negative strains [Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA
396), Salmonella enteritidis (UFPEDA 414), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Proteus
vulgaris (UFPEDA 740)] and gram-positive strains [Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Bacillus
subtilis (UFPEDA 86), Micrococcus luteus (UFPEDA 100), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138)]
were provided by Culture Collection of Microorganisms of Department of Antibiotics,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) and maintained in Nutrient Agar (NA) at 4 °C.
Bacteria strains were grown in shaker flasks (250 mL) containing Nutrient Broth and incubated
overnight in an orbital shaker at 100 rpm and 37 °C. The biomass concentration was determined
measuring the suspension turbidity at 600 nm and then converted to colony forming units (10° to
10° CFU/mL) using appropriate calibration curves (turbidity equivalent to 0.5 in the McFarland
scale). One CFU represents a viable cell capable of promoting bacterial growth. Xyloglucan
antibacterial activity was investigated by the disc diffusion method according to Cole (1994).
Suspensions of tested microorganisms were spread onto the surface of Mueller—Hinton agar plates.
The wells of 6 mm diameter were cut from the agar and filled with 20 uL of xyloglucan solution

(500 mg.mL™); also positive control wells containing neomicin (10 pg/well) and clindamicin (10
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pg/well), were used. The inoculated plates were incubated at 37 °C for 24 h. Antibacterial activity

was evaluated measuring the diameter of the growth inhibition zone around the well. All tests were

carried out in triplicate.

2.6.2 Hemolytic activity for the toxicity evaluation

The hemolytic activity was determinate according Silva et al. (2013). Blood human (5 mL)
was obtained from healthy volunteer. An aliquot of 4.0 mL of red blood cells was initially washed
three times with saline solution (0.9% w/v NaCl), centrifugated at 1250 x g for 5 min and the
supernatant was discarded after each wash. The red cells were diluted in solution saline to obtain a
1% suspension (v/v) and 1.1 mL was mixed with 0.4 mL of xiloglucan solution (0.25 — 2.0mg.mL™
in saline). The mixture was incubated at 37 °C in constant agitation (40 rpm) for 60 min and
centrifuged at 450 x g for 5 min. The supernatant absorbance was measured at 540 nm. The
minimum and maximum hemolytic controls were suspensions of red cells containing saline
(hemolysis 0%) and Triton X-100 2.0mg.mL™ (Hemolysis 100%), respectively. All experiments
were carried out in triplicate and the results expressed as average * standard deviation. The
hemolytic activity was expressed in relation to Triton X-100 and calculated by the following
formula: Hemolytic activity (%) = (As — Ab) (Ac — Ab) x 100, where Ac was the absorbance of the
control, As was the absorbance in the presence of the xiloglucan solution and Ab was the

absorbance of Triton X-100 solution.

2.7. Statistical analyses
The statistical analyses were carried out using Analysis of Variance (ANOVA).
Comparisons between samples were analyzed using Student’s t-test. Statistical significance was

established at p<0.05 (Graph Pad Prism, version 6, 2012, USA).
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3. Results and Discussion

3.1.Extraction and yield

The polysaccharide extraction followed by the purification process, which minimizing its
contamination by materials such as proteins and monosaccharides, is important for the yield
procedure determination, whose value will enable or not the production process. Most extraction
methods of xyloglucan seeds described in the literature consisting of two basic stages, where the
triturated seeds pass by aqueous extraction followed by purification by alcoholic precipitation
(Busato, Reicher, Domingues, & Silveira, 2009; Freitas, Busato, Mitchell, & Silveira, 2011; Kai &
Petkowicz, 2010; Rosario, Noleto, Bento, Reicher, Oliveira, & Petkowicz, 2008).

The yield of the extraction in mass nm was 71.71% and the purification degree Px, 81.05% +
7. Previous works (Busato et al., 2009; Freitas et al., 2011) with H. corbaril seeds presented low
yields (15.5%). The extraction with NaCl was used because increases the solubility of the
contaminating free proteins (salting in effect), where the centrifugation removed most of the
contamination of the protein crude extract, in agreement with Lucyszyn et al. (2009) results. The
washing with 100% ethanol to remove possible contamination of monosaccharides and washings
with acetone PA permitted the withdrawal of proteins other as seen in Busato et al., (2009) and
Freitas et al. (2005) also promoted the use of a high acetone dehydration of the polysaccharide
contribute to the complete drying of the sample.

Lucyszyn et al. (2009) obtained a value of 38% and Rosario et al. (2008), of 16.6%. Kai &
Petkowicz (2010) compared different extraction times and observed a yield variation from 5.4 to
40.8 %. These results suggest that the high yield obtained is due to the drying seeds procedure to
constant weight, just at the beginning of the extraction process, since m; is inversely proportional to
nm. Importantly, n, represents the actual yield of polysaccharides since they were made dosages of
total carbohydrates at the beginning and at the end of the purification process. According to the
data, one can conclude that the changes in the methodology were efficient to extraction the

xyloglucan from H. courbaril seeds.
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3.2.X-ray patterns

X ray diffraction profile of xyloglucan obtained from H. courbaril seeds (Fig.1) show
characteristic of amorphous structures with no sharp peaks. X ray diffractogram presented a typical
peak appearing around 2 # = 20° similar to those found for xyloglucan from Gokyo Food and
Chemical Co. Ltd. (Mahajan, Tyagi, Patil, & Dusunge, 2013) and galactoxyloglucan extracted from
Tamarind seed (Kaur, Yadav, Ahuja, & Dilbaghi, 2012).

It is known that crystalline parts give sharp narrow diffraction peaks while amorphous
component gives a broad peak. The interpretation of broad amorphous peaks of several amorphous
structures in X ray scattering profile is difficult and hence the ratio between these intensities is used
to calculate the index of crystallinity in the material (Mishra, Kavita, & Jha, 2011). The crystallinity
index displays the alignment of molecules in a particle structure (Mudgil, Barak, & Khatkar, 2012).
For the xyloglucan from H. courbaril seeds, these index was calculated from X ray diffraction

presenting an value of 0.37.

2Theta (Coupled TwoThata/Theta) WL=1.54060

Fig. 1. X-ray pattern of the xyloglucan obtained from H. courbaril seeds.

3.3.FTIR spectroscopy
The characteristic absorption of xyloglucan extracted from the seeds of H. courbaril was
qualitatively confirmed by infrared spectroscopy (Fig. 2). Its displays a characteristic broad band

peak at 3420 cm™, between the region 3500-3100 cm™, representing hydroxyl (-OH) stretching
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vibration from groups of glucan backbone. It normally occurs as a result of the association between

the polymers being its intensity influenced by the sample concentration (Sun, Sun, Fowler, & Baird,
2005). Peaks of 2923 and 2900 cm™ between the region 3000-2800 cm™ can be assigned to the
stretching vibration of the methylene (C-H) group (Gu & Catchmark, 2012; Kaur et al., 2012).
Together, these absorption peaks are characteristic of glucose, according to Petibois et al. (1999).

The absorption band near to 1655 cm™' can be attributed to the absorbed water in xylan type
polysaccharides; also, the signal at 1375 cm™" is due to the CH bending vibration (Ruiz et al., 2013).
The peak at 1037 cm™ is very near from the wave number characteristic for typical xylans at 1043
cm, according to Sun et al. (2005), which is assigned to the CO and CC stretching vibrations of
pyranose ring, common to all polysaccharides (Gémez-Ordofiez & Rupérez, 2011).

The peak at 941 cm™ may be assigned to the presence of 3,6-anhydro-galactose residue,
while 895 cm™ corresponds to the C1 group frequency or ring frequency, may be attributed to the B-

glycosidic linkages (1—4) between xylose units in hemicelluloses (Sun et al., 2005).

g
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Fig. 2. FTIR spectra of the xyloglucan extracted from H. courbaril seeds.

3.4.Monosaccharide Composition
3.4.1. Chemical Analyses

The monosaccharide composition of the xyloglucan extracted from H. courbaril seeds
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obtained by gas-liquid chromatography/mass spectrometry is shown in Table 1. The resulting

alditol-acetates derivatives display a typical profile of the xyloglucans isolated from H. courbaril
seeds with a molar ratio (%) for glucose, xylose and galactose (Glc:Xyl:Gal) of ~4:3:2 respectively,
confirming that the glucose appears as the major component, followed by the others. Minor amount
of co-purified araninose was also detected (~6%) and no other sugars were detected on this

polysaccharide up to a limit of <2% as % of dry weight.

Table 1. Comparison of the monosaccharide composition of the xyloglucan from H. courbaril
seeds by GCMS of derived alditol acetates.

Monosaccharide composition (%) Reference

Glucose Xylose Galactose Arabinose
40.0 34.0 20.0 6.0 This work
52.2 34.8 13.0 - Freitas et al., 2011
54.1-444 37.2-32.1 15.2-12.3 6.3-1.4 Kai & Petkowicz, 2010
52.2 34.8 13.0 - Busato et al., 2009
40.0 30.0 10.0 - Lucyszyn et al., 2009
52.7 324 14.0 - Rosério et al., 2008
50.0 40.0 10.0 - Tiné, Silva, Lima, Carpita, &
Buckeridge, 2006
49.0 - 39.0 42.0 - 32.0 16.8 - 14.0 48-1.2 Freitas et al., 2005

Hoffman et al. (2005) evaluated the branching pattern of xyloglucan from different plant
species and related that some xyloglucans have an additional arabinose residue linked to the
galactose residues at the end of side chain. Kai & Petkowicz (2010) suggest that the presence of
arabinose is due to the arabinan co-purified, which corroborates our result. They also confirmed the
absence of arabinose residues in shorter extraction processes, while Busato et al., (2001) and Freitas

et al., (2005) described arabinose traces in xyloglucans from seeds.

3.4.2. Methylation of the Polysaccharides

The substitution of hydroxyl free radical by methyl is accomplished in methylation analysis,
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where different O-methyl derived are obtained after hydrolysis and acetylation. The methylation of

this polysaccharide, followed by acid hydrolysis and acetylation of the alditols, yields the
derivatives showed in (Fig.3) and (Table 2). Clearly we observed a preponderance of the 2,3,6-tri-
O-methyl and 2,3-di-O-methyl derivative from glucose, indicating that the preponderant structure is
composed of 4-linked (unit Il in the panel of proposed structure) and 4,6-substituted units (unit I).
The presence of these two derivatives was also observed in a very similar proportion in the
xyloglucan from Guibourtia hymenifolia (Moric.) J. Leonard (Lucyszyn et al., 2011) and in the
xyloglucan from H. courbaril seeds (Lima et al., 1993), confirming the glucose residues typical of

xyloglucan cellulosic backbones.

(21,000,000}
LS

Fig. 3. Gas chromatography of the methylated derivatives obtained from the xyloglucan from H.
courbaril seeds.

Galactose occurs as 2,3,4,6-tetra-O-methyl derivative, indicating that this sugar is a non-
reducing terminal (unit 1V). Two third of the xylose units occur as 2,3,4-tri-O-methyl derivative,
indicating non-reducing terminal branches (unit V), as galactose. One third of xylose residues
occur as 3,4-di-O-methyl derivatives, meaning that the structure presents 2-linked xylosil units (unit
[11). The detection of 2,3-di-O-methyl glucose in approximately the same proportion as the sum of
tetra-methyl derivative from galactose + tri-methyl derivatives from xylose, agrees with the
proposed structure of polysaccharide contain a central core of 4-linked glucose units (unit I1),

partially branched at position 6 (unit I). Two third of the xylose units (unit V) and the totality of the
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galactose units (unit 1) occur as non-reducing terminal. One third of the xylose units (unit I11) are

2-linked intermediate residues on the branches.

Table 2. Retention time and the proportion of the methylated derivatives obtained from the
xyloglucan from H. courbaril seeds.

Peek Retention time Relative Proportion
number (tr - min) retention time (% of total) Methyl derivative Units
1 24,33 1,00 22 2,3,4-tri-Me-Xyl \Y
2 29,46 1,21 11 3,4-di-Me-Xyl I
3 32,57 1,33 15 2,3,4,6-tetra-Me-Gal v
4 36,69 1,50 19 2,3,6-tri-Me-Glc I
5 41,90 1,72 33 2,3-di-Me-Glc I

The overall recoveries of methylated alditol acetates were in good agreement with the sugar

values obtained for the native polysaccharide after hydrolysis, reduction and acetylation.

3.5. Nuclear Magnetic Ressonance Spectroscopy

The structure of the xyloglucan from H. courbaril, was investigated using one-dimensional
(1D) and two-dimensional (2D) NMR spectra. The *H-NMR (1D) spectrum (Fig. 4A) showed three
signals in the anomeric region: one at 5.17 ppm, ascribed to substituted a-xylose units (Xyl’) (unit
[11), another at 4.98 ppm to terminal non-reducing a-xylose (Xyl) (unit V), and finally the signal at

4.58 ppm, which is overlapped of B-glucose + B-galactose anomeric protons (units I, 11 + V).
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Fig. 4. One-dimensional (1D) *H-NMR spectra of the xyloglucan from H. courbaril seeds. In the
spectrum *C-'H HSQC shown the signals of CH carbon/proton are in blue (phase signals) and
those from CHy in green (antiphase).

The 'H-'H COSY and 'H-'H TOCSY spectra (Fig. 5) allowed us to identify the chemical
shifts by scalar coupling of the spin systems. The COSY spectrum (Fig. 5A) confirmed the
overlapping of the anomeric signals from [-galactose and B-glucose units at 4.58 ppm. The TOCSY
spectrum (Fig. 5B) allowed us to identify the four spin systems and to determine their proton
chemical shifts (Table 3). However some signals from B-glucose and B-galactose are coincident.
Furthermore the chemical shifts of H2 and H3 from B-galactose units are very close as well as the
chemical shifts of H3 and H4 from B-glucose.

The edited *C-'H HSQC spectrum (Fig. 4B) allowed us to distinguish the anomeric signals
from B-galactose (105.13 and 4.59 **C/*H ppm) (unit 1V) and B-glucose (103.02 and 4.58 “*C/*H
ppm) (units I and Il), which were coincident in the proton spectra. Signals from CH occur in phase

(positive peaks in blue) while those from CH, occur as anti-phase (negative peaks in green). This
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spectrum allowed us to identify signals from C6/H6 (67.30/3.90-4.04 ppm), ascribed to -glucose

and [-galactose units, and those from C5/H5 (62.4/3.58-3.76 ppm) of a-xylose. Signals from C4
(79.75 ppm) and some of C6 (67.30 ppm) from B-glucose, as well as signals from C2 of some a-
xylose units (80.81 ppm, Xyl’), were shifted downfield compared with non-glycosylated units
(compared chemical shifts from units Il vs V, in Table 3 and also literature data in York, &

Hawkins, 2000).
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Fig. 5. Two-dimensional (2D) *H-'H COSY and *H-'H TOCSY spectra of the xyloglucan from H.
courbaril seeds. where Xyl and Xyl represents Xxylose-substituted and Xxylose-unsubstituted,
respectively.

Cell wall xyloglucans are classified as XXXG-type or XXGG-type based on the number of
residues which are branched in the glucose backbone; the profile of viscosity and solubility in water
varies with these branches (Nishinari, Takemasa, Zhang, & Takahashi, 2007). This backbone

(1—4)-linked B-D-glucan is common to all xyloglucans, but differences in substitution glucose
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pattern, such as arrangements in number, position and type of residues, depend on the biological

origin (Freitas et al., 2005) and the extraction method (Kai & Petkowicz, 2010).

In conclusion, the *H and *3C chemical shifts shown in Table 3 were similar to those
reported for a plant polysaccharide composed of a central backbone, containing 4-linked -glucose
units (unit 11), partially branched at position 6 (unit 1) (York, & Hawkins, 2000). The
polysaccharide also is highly branched, containing a-xylose and [B-galactose as non-reducing
terminal units (unit 1V and V respectively). Furthermore, residues of 2-linked a-xylose are also

found as intermediated residues in the branches (unit 111).

Table 3. *H and *C Proton chemical shifts of the xyloglucan from H. courbaril seeds.

Structure/
Chemical Units C1/H1 C2/H2 C3/H3 C4/H4 C5/H5 C6/H6
shifts

b-D-Glcp I/l 103.02/4.58 73.65/3.43 74.93/3.70 79.75/3.73 74.14/3.84 67.30/3.90-4.04
b-D-Galp IV 105.13/459 72/3.66 73.5/3.68 69.4/3.96 75.8/3.7 61.84/3.79-3.88
a-D-Xylp Il 99.69/4.97 72.3/3.57 73.93/3.75 70.2/3.65 62.4/3.58-3.76
a-D-Xylp' VvV 99.5/5.17 80.81/3.7 72.8/3.96 70.2/3.65 62.4/3.58-3.76

The structure proposed for the polysaccharide was based on our experimental data
(methylation and NMR analysis) and also on literature information (Busato et al., 2001; York, &

Hawkins, 2000; Lucyszyn et al., 2009), as summarized below:
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3.6. £-potential and Dynamic Light Scattering (DLS)

Knowledge of properties of polysaccharide solutions such as zeta potential and mean
hydrodynamic radius (Z -average) is crucial to obtain stable, functional nanostructures (Carneiro-
da-Cunha, Cerqueira, Souza, Teixeira, & Vicente, 2011). PDI, obtained by dynamic light scattering,
is a measure of the size distribution width. When polydispersity equals zero, the sample is
monodisperse, PDI values close to or above 0.5 represent heterogeneous solutions in relation to the
particle size and these results are characteristic of samples outside the standards, and as it increases
so does the width of the distribution (Atkins & De Paula, 2010). To xyloglucan solution 0.5% (w/v)
at pH 5.8, particle size and PDI value are 295,98 + 12,40 nm and 0,319 + 0,02, respectively, being a
monodisperse solution.

Polysaccharides may be constituted either by polycations or polyanions, depending on their
functional group type and can be neutral. {-potential was determinate in order to know charges of
polysaccharide once the load is an important parameter for compounds employed in the food and
health. The charge of the polysaccharide has a direct relationship with the zeta potential of the
solution. Xyloglucan solution showed a {-potential value of -11.3 = 0,27 mV, proving to be neutral.

Another parameter that use the C-potential values are related to the stability of solutions. As
a general rule, suspensions with zeta potential above 60 mV show an excellent stability, between 60
and 30mV are physically stable, from 30 to 5 mV are in the limit of stability and below 5mV are
weak and strong likelihood to form aggregates (Muller, 1996). According to this, taking account
absolute values, the xiloglucan solution are stable.

Neutral structures of xyloglucan favour the aggregation of polysaccharide chains even in
very dilute solution (Picout, Ross-Murphy, Errington, & Harding 2003). According Carneiro-da-
Cunha et al. (2011), the polysaccharide concentration is the most influent factor on Z-average and

C-potential values. Anionic xyloglucan obtained from Gokyo Food and Chemical Co. Ltd

(Fukusima, Japan) showing (-potential values of - 21.7 + 1.67 were reported by Mahajan et al.
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(2013). These authors worked with xyloglucan solutions more concentrated (1.0 % w/v) and with

minor pH values (4.5) than what was evaluated in this work, which could explain its anionic
behavior. Similar particle sizes for xyloglucan solutions were reported in literature as the works of
Freitas et al. (2011) and Kai & Petkowicz (2010), whom obtained xyloglucan extract from H.
courbaril seeds with particle size of the 170 nm and 80 nm, respectively, although these authors
have worked with xyloglucan solutions at 1 mg/mL, minor than what was studied in this work (0.5

% wWiv).

3.7.Rheological analyses

The rheological behavior of the xyloglucan extracted from the seeds of H. courbaril at 0.5
and 1.0 % (w/v) concentrations was investigated by rotational, non-destructive oscillatory and
stress-strain studies in order to evaluate their performance and potentiality as a biotechnological
product.

The rotational flow studies were performed on the xyloglucan with the apparent viscosity as
a function of shear rate (Fig. 6A). For both concentrations, the system behaves as a Newtonian fluid
for most part of the shear-rate interval in agreement with it was demonstrated in the literature, that
the xyloglucan in solution exhibits typical Newtonian flow properties and is very stable against
heat, pH and shear. Furthermore, the properties of xyloglucan in water, such as solubility, viscosity
and gelling ability, are closely related to their chemical structures (Busato et al., 2009; Yamatoya &
Shirakawa, 2003). This type of behavior is expected for most polymer solutions and was already
observed for other polysaccharides composed essentially with glucose, xylose and galactose
(Khounvilay & Sittikijyothin, 2012).

The oscillatory studies measured G’ and G” as a function of the oscillatory angular
frequency (Fig. 6B) and confirmed the behavior observed for other xyloglucans (Busato et al.,
2009; Pongsawatmanit, Temsiripong, Ikeda, & Nishinari, 2006), whose G’ and G” continuously

increase as a function of oscillating frequency. For both concentrations, there is an observable
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cross-over between G’ and G”. Initially, xyloglucan behaves as a liquid, dissipating most of the

energy externally applied (G” > G’). Above the cross-over, an elastic behavior sets in G > G”. The
ability to provide both behaviors between liquid and solid states suggest the use of the xyloglucan
with 0.5 and 1.0 % concentrations as membranes/coatings widely useful in many industries as one
biodegradable source that can be used to improve biotechnological processes.

Fig. 6C shows a stress-strain experiment where G’ and G” are measured as a function of the
shear-stress and they increase as a function of concentration with G”>G’ for the entire externally
applied stress interval. Similar behavior has been observed for the oscillatory measurements (see
Fig. 6B) confirming that the system is essentially a Newtonian liquid for moderate applied stresses
and cannot sustain elastic linear deformations. Both 0.5 and 1.0 % concentrations behave as a
viscoelastic liquid where the G” contribution has a constant value (Newtonian behavior) for a finite
stress interval whereas the G’ contribution decreases as a function of stress with G”>G’ for the

entire stress interval.
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Fig. 6. Rheological analysis of the solutions obtained from the xyloglucan of the H. courbaril seeds
at 0.5 (ball symbols) and 1.0% (square symbols) [w/v]. (A) rotational flow studies of apparent
viscosity as a function of shear-rate, (B) oscillatory studies measuring G’ (filled symbols) and G”
(open symbols) as a function of frequency and (C) stress-strain experiment measuring G’ and G” as
a function of shear stress.

3.8.Biological Activities by antibacterial and hemolytic activity

The antibacterial activity analysis for xyloglucans has no records in the literature. For the
xyloglucan from H. courbaril seeds extracted with our methodology, there was no zone of bacterial
growth inhibition, probably due to two factors: the monosaccharide composition and the size of the
polysaccharide. The xyloglucan monomers could serve as single carbon source for microbial
growth, differently for the observated from chitosan (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010), that
exhibits high activity, and the size of the polymer could prevents the interaction with the membrane
not overcome the cell wall (Torcato et al., 2013).

The hemolytic activity of the xyloglucan was performed to rule out the possible mechanism
of toxicity and to check the safety of the polysaccharide, thus making it suitable for pharmaceutical
preparations. Hemolytic tests are performed because the compounds are considered toxic when their
hemolysis contents are equal or more than 50%, the called HCso (Ahn et al., 2013; Torcato et al.,
2013). It is important to verify these contents, once their compounds having biological effects such
as hemolytic activity, may not be useful in pharmacological preparations (Kalaivani, Rajasekaran,
Suthindhiran, & Mathew, 2011).

The results show that control solutions Triton X-100 with 0,25-2,00mg/mL concentrations
presented a percentage of hemolysis 50,7 £ 0,04-100 + 0,00%, based on the highest hemolytic
effect observed. Significant hemolysis was not detected at these concentrations of xyloglucan from
H. courbaril seeds, with hemolysis percentage of 54 + 0,32-6,1 + 0,08% showing potent

application to health without apparent toxicity.
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4. Conclusions

The polysaccharide extracted from H. courbaril var courbaril seeds was successfully isolated
and the high mass yield was influenced by the extraction conditions used. The characterization
performed by X-ray diffraction, FTIR, Monosaccharide composition and NMR confirmed that the
polysaccharide has a well-defined structure of a glucose backbone with terminal units of xylose and
galactose. Its structure is similar to other seed xyloglucans derived from the literature. The results of
biological activities and rheological characteristics suggest the wide applicability of the xyloglucan
as a biotechnological agent. Furthermore, the xyloglucan has excellent potential for industrial use as
nontoxic pharmaceutical excipient, for example as a low cost thickener or an an alternative to

commercial polysaccharides.
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Abstract

In this work was developed xyloglucan bioactive membranes incorporated ConA with the
objective to obtain a possible dressing wound. The characterization of the membranes by FTIR —
ATR and microscopy of fluorescence and transmission electron demonstrated that ConA was
successfully incorporated into xyloglucan membranes, retaining its native structure without loss of
activity. While the gas permeability properties were not affected by ConA incorporation, the
mechanical properties of the xyloglucan membrane incorporated with ConA were changed by
increase of the tensile strength (TS) of 7+0.26 MPa to 10+£0.34 MPa, and maintenance of the
elongation at break (EB) of xyloglucan membranes and xyloglucan-ConA membranes with the
same highly flexible nature of 30 = 2.68% and 28 = 2.15%. Xyloglucan-ConA membranes
exhibited a complete ConA release in 96 h and remained stable with 100% bioactivity at 4 °C and
30° C for 34 and 6 days, respectively, with absence of toxicity by splenocytes from BALB/c mice.
Based on the results, the utilization of xyloglucan membranes incorporated with ConA reported the
biotechnological potential of these materials in the conception of new topic dressings perfectly able

to improve wound healing process.

1. Introduction

Biomaterials play a pivotal role in field biotecnology. Biomaterials have been employed to
conduct and acceleration otherwise naturally occurring phenomena, such as tissue regeneration in
wound healing [1]. Natural polymers have played an important role in this effort with emphasis on
polysaccharides.

The application of polysaccharides is common on the utilization of biomaterials in order to
accelerate the process of wound healing, which stimulate the immune system and contribute
favorably in this process [2]. Polysaccharide membranes have been widely used in the
pharmaceutical field; one of these applications is the formation of membranes with coating
properties and with ability of incorporated active substances. Membranes prepared using Policaju
[3] and chitosan were developed as wound coatings, in view of their characteristics of release and
adhesion [4,5].

Xyloglucan is a neutral and branched polysaccharide found in the primary cell walls of
monocotyledons seeds, as well as in the cotyledon of some dicotyledonous seeds. In addition to its
structural function, it also acts as energy storage. Its chemical structure has a cellulose-like
backbone, composed of B-glucosyl ring units with ribbon-like conformation, where single units of

xylose and galactose substituents form a part of the branches [6]. This biopolymer, like many other
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polysaccharides, is potentially important for commercial and medical applications. In the food

industry, it can be used as a texture modifier, and in medical applications, it can act as a drug
release controller [7].

Lectins are ubiquitous proteins or glycoproteins of non-immune origin that specifically and
reversibly bind to different types of carbohydrates or glycoproteins, with the ability to recognize
complex carbohydrates on cell surfaces [8,9]. One of the most commonly used lectins for
carbohydrate recognition is concanavalin A (ConA), which is isolated from Canavalia ensiformis
(Jack bean). In the presence of selected metal ions, ConA has the ability to bind to D-glucose and
D-mannose residues at the non-reducing terminals of polysaccharides and glycoproteins [10].

ConA presents immunomodulatory effects in several studies and has been extensively used
as a mitogenic agent [11]. It can be used also as model for positive control in cellular proliferation
[12,13], incorporated in polysaccharide membranes for capturing the carbohydrate antigens of the
envelope glycoproteins on the virus surface [14].

The aim of this work was to preparation, structural characterization of xyloglucan bioactive
membranes obtained from H. courbaril seeds incorporated ConA. The resulting membranes was
characterized in terms of oxygen and water vapor permeability, mechanical properties, color ,
opacity, stability, ConA release and cytotoxicity. Such charcterization this new biomaterial will

help in the in developing of a possible dressing wound.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The xyloglucan was extracted from Hymenaea courbaril var. courbaril seeds were collected
in September 2010 at the Parque Nacional do Catimbau, Buique-Pernambuco, Brazil. Canavalia
ensiformis agglutinin, [Concanavalin A (ConA)] lectin, ConA fluorescein isothiocyanate conjugate
(ConA-FITC) or ConA gold conjugate (ConA-Au) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Ethanol 99.8%, acetone PA, sodium chloride PA and phenol 95-98% PA were obtained

from Vetec Fine Chemicals Ltda. (Brazil). All other chemicals were of analytical grade.

2.2.  Extraction of xyloglucan

The xyloglucan was extracted from H. courbaril seeds as the procedure reported by
Lucyszyn et al. [15] and Souza et al. [16]. The dry seeds were milling with 0.1 M NaCl [15 % (w /
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v)] at 25°C and the crude extract obtained was centrifuged for 20 min at 1,500 x g (Thermo Fisher

Scientific Sorvall RC6, USA). The supernatant was filtered through a vual tissue followed by a new
filtration using screen printing cloth (90 thread type) and precipitated with 46 % ethanol [1:3 (v/v)]
for 16 h. The precipitate obtained was filtered on screen printing cloth (110 thread type), washed
with 100% ethanol [1:3 (w/v)] for 30 min and twice with acetone PA [1:3 (w/v)] for 30 min, filtered
on screen printing cloth (110 thread type) between each washing and finally dried at 60°C. The

precipitate (purified polysaccharide) was pulverized and stored in amber glass bottles.
2.3.  Preparation of xyloglucan membranes incorporating ConA

The xyloglucan filmogenic solution was prepared by dissolving 0.5 % (w/v) of xyloglucan
in distilled water under agitation using a magnetic stirrer (200 rpm) for 16 h at 25°C. Subsequently,
glycerol at 0.3% (v/v) as a plasticizer was added to the xyloglucan filmogenic solution and stirring
(200 rpm) for two hours at 25°C. The pH was adjusted to 5.8 with 1.0 M NaOH solution.
Afterwards, 15 mL the filmogenic solution was placed in acrylic plates (90 mm x 15 mm) and dried
at 37 °C for 24 h. Free ConA or conjugate ConA [ConA fluorescein isothiocyanate conjugate
(ConA-FITC) or ConA gold conjugate (ConA-Au)] was incorporated for dissolution of the 0.5
mg.mL™? in xyloglucan filmogenic solution. The mixing was done at 25°C for 30 min at 200 rpm.
Dried membranes were stored in desiccators at 25 °C and 54% relative humidity (obtained using a
Mg(NO3)2.6H20 saturated solution) until testing.

2.4.  Characterization of xyloglucan membranes incorporating ConA
2.4.1. Infrared-attenuated total reflectance spectroscopy (FTIR)

FTIR spectra of xyloglucan membrane and xyloglucan-ConA membrane were obtained by
infrared spectrometer (VERTEX 70, Bruker Optics, USA), using Attenuated Total Reflectance
(ATR) mode. The analysis conditions for scanning the spectra were 4 cm* of resolution, co-adding
128 scans and frequency range 4000-500 cm ™. All the readings were performed at room
temperature (25° C).

2.4.2. Fluorescence microscopy

Xyloglucan membrane labeled with ConA-FITC were evaluated using a DMI 4000 B
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fluorescence microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). The band-pass and the long-

pass (488 nm) filters were used respectively to excite and to collect the fluorescence, allowing the
visualization of the lectin incorporated into xyloglucan membrane in green fluorescence mode. All

images were acquired with a color Pixelfly camera (PCO-TECH Inc., Romulus, MI, USA).

2.4.3. Transmission electron microscopy (TEM)

The analysis of morphology and microstructure of the xyloglucan membranes labeled with
ConA-Au was observed by transmission electron microscopy (FEI Morgagni 268D 40-
100kV,PHILIPS, EUA) . The sample was diluted (1:5) with Milli-Q water and immobilized on
copper grids dried at 30 ° C for 24 hours for observation.

2.4.4. Membrane thickness

Membranes thicknesses were measured with a digital micrometer (Mitutoyo, Japan),
through ten random locations around each membrane sample and expressed as average + standard
deviation. The average values were used in calculation of water vapor permeability, oxygen

permeability and tensile strength.

2.4.5. Water vapor permeability (WVP)

The measurement of WVP was carried out gravimetrically as described by Carneiro-da-
Cunha et al. [17]. The membrane was sealed on the top of a permeation cell containing distilled
water (100% RH; 2337 Pa vapor pressure at 25 °C), placed in a desiccator at 25 °C and 0% RH (0
Pa water vapor pressure) containing silica. The cells were weighted at intervals of 2 h during 10 h.
Steady-state and uniform water pressure conditions were assumed by keeping the air circulation
constant outside the test cell using a miniature fan inside the desiccator. The slope of the weight
loss versus time was obtained by linear regression. Three replicates were obtained for each

membrane and the WVP was determined as follows:

WVIR x L
AP

(1) WP -

where WVTR is the water vapor transmission rate (g.m.s™) through the membrane, L is the
mean membrane thickness (m), AP is the partial water vapor pressure difference (Pa) across the two

sides of the membrane. WVP expressed in g.m™.s*.Pa™.
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2.4.6. Oxygen permeability (O,P)

Oxygen permeability (O,P) was determined based on the ASTM D 3985-02 (2002) method
described by Cerqueira et al. [18]. The membranes were sealed between two chambers having each
one two channels. In the lower chamber the O, was supplied at a controlled flow rate to maintain its
pressure constant. The other chamber was purged by a stream of nitrogen also at controlled flow.
Nitrogen acted as a carrier for the O,. Oxygen concentration was determined by gas
chromatography (Chrompack 9001, Middleburg, Netherlands) with a column Porapak Q 80/100
mesh 2 m x 1/8" x 2 mm SS to separate the CO, and with a column molecular sieve 5A 80/100
mesh 1m x 1/8" x 2 mm to separate the O, followed by a thermal conductivity detector (TCD) at
110 °C. Helium at 23 mL min™ was used as carrier gas. A mixture containing 10% CO,, 20% O,
and 70% N, was used as the standard for calibration. Three replicates were obtained for each

sample and three measurements for each replicate.

2.4.7. Mechanical properties

Tensile strength (TS) and elongation-at-break (EB) were measured with an Instron Universal
Testing Machine (Model 4500, Instron Corporation, USA) following the guidelines of ASTM
D882-91 (ASTM D882-91, 1991) standard method. The initial grip separation was set at 30 mm
and the crosshead speed was set at 5 mm min™ TS was expressed in MPa and was calculated by
dividing the maximum load (N) by the initial cross-sectional area (m?) of the specimen. EB was
calculated as the ratio of the final length at the point of sample rupture to the initial length of a
specimen (30 mm) and expressed as a percentage. According to the ASTM standard, membrane
strips with a length of 45 mm and a width of 20 mm were used. TS and EB tests were replicated
three times for each sample.

2.4.8. Color and opacity

The color of the membranes was determined with a Minolta colorimeter (CR 400; Minolta,
Japan). A white color standard was used for calibration and as a background for color
measurements of the membranes. L*, a*, b* values of each membrane were evaluated by
reflectance measurements.

The opacity (Y) of the membranes was determined according to the Hunterlab method and
calculated as the ratio between the opacity of each sample on the black standard (Yb) and the
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opacity of each sample on the white standard (Yw). From three replicates of each membrane sample

were determined at random three Yb and Yw and an average of them were used for calculations.

The results were expressed as a percentage as (%) = b .100 follows:
Yw
2.4.9. Monitoring the bioactivity

Bioactivity was evaluated by Hemagglutination assay [19], which was defined as the lowest
sample dilution that showed complete hemagglutination. Samples were divided in 3 groups: ConA
solution 0.5 mg.mL™ (positive control), xyloglucan membrane (XM) and xyloglucan-ConA
membrane (XCM). In order to obtain XM and XCM samples were solubilized in 0.15 M NaCl until
reach a final ConA concentration of 0 and 0.5 mg.mL™, respectively.

2.4.10. ConA release from Xyloglucan-ConA membrane

The ConA release assay was performed by incubation the Xyloglucan-ConA membrane into
15 mL of Citrate-Phosphate Buffer (0.1 M, pH 6.0) for 96 h. At predetermined times supernatant
samples were collected for the determination of hemagglutinating activity (HA) and protein

concentration.
2.4.11. Stability of the membranes in storage

The stability of the membranes during storage was determined by evaluation of
hemagglutinating activity (HA) from day 0 to 97 in two groups: xyloglucan-ConA membrane
(XCM) and ConA solution 0.5 mg.mL™ (positive control) at 4°C and 30°C. In determinate times,
the membranes were solubilized in 15 mL 0.15 M NaCl for HA establishment.

2.4.12. Cytotoxicity Assay

To determine the nontoxic concentration of the samples membranes of xyloglucan and
xyloglucan-ConA, splenocytes from BALB/c mice (6 x 10° cells/well) were cultured in ninety-six
well plate in RPMI 1640 media supplemented with 10% fetal bovine serum and 50 ug/mL of
gentamycin. Each sample was evaluated in six concentrations (1, 5, 10, 25, 50, and 100 ug/mL) in
triplicates. Cells were incubated in the presence of *H-thymidine during 24 h at 37°C and 5% CO..

Two controls were made in this experiment: negative control (cells incubated with *H-thymidine)
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and positive control (cells treated with saponin, a substance with known cytotoxic activity, and

incubated with ®H-thymidine). After 24 h, the cultures were harvested, using a cell harvester to
determine the ®H-thymidine incorporation in a beta radiation counter. The viability of the cells was
determined by the *H-thymidine incorporation of membranes treated wells, and the cytotoxicity was
calculated in relation to the ®H-thymidine incorporation of untreated cultures according Pereira at
al. [20]. The 50% cytotoxic concentration (CCsp) was defined as the polysaccharide concentration
that reduced the number of viable cells by 50% compared with a control without polysaccharide

addition.

2.5.  Statistical analyses

The statistical analyses of the data were performed using Analysis of Variance (ANOVA).

Comparisons between samples were analyzed using Student’s t-test. Statistical significance was
established at p<0.05 (Graph Pad Prism, version 6, 2012, USA).

3. Results and discussion

3.1.  Extraction of xyloglucan and preparation of membranes

The procedures of extraction of the xyloglucan from H. courbaril seeds and preparation of
the polysaccharide membranes were successfully done. The xyloglucan was extracted with a yield
of 71.71% =+ 5 calculated for yield of the extraction in mass. In order to avoid contamination with
others molecules such as proteins and monosaccharides, 46 % ethanol was used for polysaccharide
precipitation as reported by Souza et al. [16]. NaCl was used for increase the solubility of the
contaminating free proteins and the centrifugation was realized to remove most of the protein
contaminants of the crude extract, in agreement with Lucyszyn et al. [15]. Besides, it was shown
that the washing with 100% ethanol and acetone were efficiently used to remove possible
contaminants of monosaccharide and proteins, respectively [21,22].

The membranes utilized in this study were prepared by solvent evaporation method. The
mechanism by which membranes are formed is dependent on whether the polymer is in the
dissolved or dispersed state. For solutions, membrane formation occurs as the solvent evaporates,
since the polymer chains are intimately mixed [23]. In a preliminary assessment we observed that
xyloglucan concentrations lower than 0.5 % (w / v) produced very fragile membrane, so the choice
of the concentration of the polysaccharide used in this study was 0.5%. Purified xyloglucan from
tamarind seeds were utilized for the production of films with concentrations of 0.5 %

polysaccharide in distilled water [24,25]. Two plasticizers glycerol and sorbitol were also subjected
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to preliminary tests. Glycerol provided better flexibility to the membrane, at concentration of 0.3 %

(v / v). The addition of glycerol became possible the formation of easily removable membranes
from the Petri dish and the expected flexibility for future biotechnology applications, improving its
handling. The adjustment of the pH to 5.8 aimed not alter the bioactivity of ConA as well as to be
compatible with the pH of the human skin. The temperature and time of drying solutions were also

evaluated until obtain optimal drying pattern for the formation of the membranes.
3.2.  FTIR analyses

Infrared-ATR spectra of xyloglucan membrane incorporated with ConA and a xyloglucan
membrane are depicted in (Fig. 1). The incorporation of lectin in polysaccharide membranes could
be attributed to O-H stretching of the polysaccharide bound to the main functional groups of the
lectin [26]. This can be noted in the major band at approx. 3350 cm™, corresponding to the
hydrogen bounds between the ConA and xyloglucan membrane. The same observation has been
reported in literature for protein incorporation into polysaccharide films [27].

The three other important bands in ConA-Xyloglucan Membrane are located at approx. 3240
cm™ (Amide A), 1631 cm™ (Amide 1) and 1580 cm™ (amide 11). The ligations mainly responsible
for these absorptions are the N-H 'stretch, the C=0 stretch and a combination of N-H deformation
and C-N stretch, respectively [26]. Between of these three bands, the most interest is the amide |
absorption, since its frequency is a measure of B-pleated sheet conformations in the secondary
structure of the proteins [28], proving that the ConA was entrapped with success in xyloglucan

membranes, maintaining its native structure without loss of activity.

Amide A Con A-Xyloglucan Membrane

Amide Il

-OH
1 Amide |

Xyloglucan Membrane

Absorbance

T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Fig. 1. Infrared-ATR spectra of xyloglucan membrane incorporated with ConA (black) and a
xyloglucan membrane (red).
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3.3. Membranes morphology

The combination of the principles of fluorescence and electron transmission microscopy
allows the visualization of the membranes morphological structures, mainly the distribution of the
constituents in the filmogenic matrix (Fig. 2).

Fluorescence microscopy images of xyloglucan matrix and of the xyloglucan membrane
with incorporated ConA are shown in Fig. 2 (A and B). A commercially available ConA—
fluorophore conjugate is often used as a label marker to localize sugar residues in biological cells
using fluorescence microscopy techniques. In food microscopy, the lectin labelling technique has
been used to localize bacterial exopolysaccharides in dairy yoghurt gels. The specificity of ConA
may also allow localization of konjac glucomannan in a mixed biopolymer system, using CLSM
techniques [10]. Xyloglucan matrix (Fig. 2A) did not show fluorescence, where as FITC-labeled
lectins emitted fluorescence (Fig.2B), thus allowed visualizing protein distribution in the
membrane. Is is possible to observe that the ConA-FITC microstructure was homogeneously
distributed throught the xyloglucan membrane.

TEM images of the xyloglucan membranes labeled with ConA-Au was shown in Fig. 2 (C
and D). It is possible to observe that the xyloglucan was able to form micro-aggregates, small
spherical bodies from 1 to 2 um. Jo et al., [29] demonstrated that the critical aggregation
concentration in xyloglucan solution of Tamarindus seeds vary of 0.038 to 0.09 mg/mL, which are
much lower than those used in this study (0.5 mg / mL).

This aggregation is possible due to the xyloglucan characteristic of water-solubility, but not
the individual macromolecules trend to fully hydrate, and, consequently, aggregated species remain
present even in very dilute solutions. The biopolymer shows the balance between hydrophobic and
hydrophilic character and the Substantial chain stiffness of the cellulose-like backbone facilitates
intermolecular interactions [29,30].

Its also possible to observe that ConA-Au was uniformly distributed in xyloglucan micro-
aggregates. As noted by Zhang et al. [31], the presence of ConA-Au is characterized by the

presence of small electrodense spheres.
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Fig. 2. Fluorescence microscopy and transmission electron microscopy images. Xyloglucan
membrane (A), xyloglucan membrane with the ConA-FITC (B) and xyloglucan membrane with the
ConA-Au (C, D).

3.4. Gas barrier properties

3.4.1. Water vapor permeability

The water vapor permeability is an important parameter in characterizing dressings because
they can prevent excessive dehydration of the wound surface. According to Singh et al. [32],
dressings which retain moist environment have many advantages over those who create a dry
wound environment . Moist wound environment prevents tissue dehydration, which helps in earlier
epithelialisation, accelerates angiogenesis, increases breakdown of dead tissue and fibrin
contributing to autolytic debridement, potentates interaction of growth factors with their target cells,
reduces the incidence of infection and less painful in nature. Dressings that greater moisture
retention is associated with fewer clinical infections, greater patient comfort and reduced scarring.
The water vapor permeability of xyloglucan membranes and xyloglucan-ConA membranes were
given in (Table 1), which demonstrates that the incorporation of ConA showed no significant
difference between the membranes. Furthermore, the values for the thickness of the membranes are
not statistical different (p > 0.05), possibly due to the utilization of the same xyloglucan and ConA
concentratios in the experiment.
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Table 1: Thickness, permeability and mechanical properties values of xyloglucan and xyloglucan-

ConA membranes.

Membrane Thicknesses wvp 10 0o.P 10 Mechanical properties

(mm) (g.m?*s?Pa?)  [g.m.(Pas.m?)?] TS(MPa)  EB (%)
XM 0.039 (0.005)%  15.29 (0.59)° 6.03 (0.85)° 7(0.26)% 30 (2.68)°
XCM 0.046 (0.008)° 16.74 (191)*  6.41(140)°  10(0.34)° 28 (2.15)°

Different superscript letters in the same column indicate a statistically significant difference (t test,
p<0.05).

3.4.2. Oxygen permeability

The permeabilities of xyloglucan and xyloglucan-ConA membranes were given in Table 1.
The both membranes were permeable to oxygen and they could provide adequate supply of O, to
the wound bed which will help in proper maintenance of the wound. Low oxygen concentration
decreases the regeneration of tissue cell or makes possible the proliferation of anaerobic bacteria.
Adequate supply of oxygen to the wound tissue is vital for optimal healing and resistance to the
infection [32].

The oxygen permeability of a material depends on solubility of oxygen in the material and
diffusion of the oxygen molecules in the material [25]. The incorporation of the ConA in the
xyloglucan films did not affect statistically these properties. Lima et al. [33] observed similar values
of oxygen permeability in galactomannan C. pulcherrima (0.5%) films with 1.5% collagen
(4.07x10™° g.m.Pat.s.m?).

3.5.  Mechanical properties

Membranes which are suitable for wound dressings should be strong and flexible [34].
Results showed that xyloglucan and xyloglucan-ConA membranes were highly flexible in nature
and have elongation at break (EB) 30+2.68% and 28+2.15%, respectively, and tensile strength (TS)
7+0.26 MPa and 10+0.34 MPa. These films were found to have much higher elongation break than
some reported wound dressings. Kochumalayil et al. [25] obtained 1.25 % (w/v) 78+8.6 Mpa of
Tensile strength for xyloglucan films solubilized in water. Bergstom et al. [24], demonstrate that
xyloglucan films 0.5 % (w/v) solubilized in water have 67+4 Mpa of TS and 2,3£0.7 % of EB.
Flexibility is required to over-come strains and stresses on body and only a flexible dressing could

sustain various mechanical stresses with out breaking [32].
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The xyloglucan-ConA membranes showed a tensile strength (TS) of 10+0.34 MPa

statistically greater than xyloglucan membranes 7+0.26 MPa, suggesting the non formation of
ConA aggregates in the membrane and a good interaction with xyloglucan. The results are in
contrast with those reported from Gemili et al. [35], where the incorporation of lysozyme in
cellulosic acetate films caused a significant reduction of tensile strength and elongation of break of
the films before assigning it to incomplete dissolution of lysozyme solution of the polymer, which
results in not distributing homogeneous lysozyme forming aggregates within the film structure.

3.6.  Color and opacity

The color analyses was realized by determination of parameters L *, a * e b * values, and
the results are showed in Table 2. Comparing both membranes it is possible observe that has not
significative difference between the membranes after the incorporation of ConA. The xyloglucan
membrane with values of L * (94.04), a* (5.47) and b * (4.43), have a color tending to yellow, as
indicating by increasing of b * value. These values are similar to the color values obtained for
galactomanana films of 0.5%, collagen 1.5% and glycerol 0.3%, with values of 94.52 + 0.66 L *,
4.61 £0.04 a* and 5.84 + 0.03 b * [33].

In relation to the opacity, the value for xyloglucan membranes is less than the xyloglucan-
ConA membrane, with values of 9.45+£0.99% and 11.69 + 0.34%, respectively. This characteristic it
is typical of the films with proteins entrapped. In agreement with Lima et al. [33], films of
galactomannan 0.5% with collagen 1.5% and glycerol 0.3% shown similar opacity values of 11.34
+ 0.01%.

Table 2: Colour and opacity values of xyloglucan and xyloglucan-ConA membranes.
Membrane L* ax* b* Opacity (%)
Xyloglucan 94.04 (0.70)* 5.47(0.07)* 4.43(1.62)° 9.45 (0.99)°
Xyloglucan-ConA  94.71 (0.54)* 5.42 (0.04)®  3.13(1.11)*  11.69 (0.34)"
Different superscript letters in the same column indicate a statistically significant difference (t test,
p<0.05).

3.7.  Monitoring the bioactivity

The importance of the evaluation of the bioactivity of ConA lectin after the incorporation

into xyloglucan membrane, it is due to the specific inhibition of some lectins front of
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monosaccharides. The samples of XM group do not shown hemagglutinating activity, unlike of

XCM group, which maintained the hemagglutinating index (1024) compatible with the positive
control, as shown in Fig. 3.

Fig. 3. Monitoring of the bioactivity.
3.8.  ConA release from membranes

The liberation of ConA from xyloglucan membrane was carried out during 96 hours and it
was represented in Fig. 4. It was observed that the measurements of protein at 8 h was 0-190ug
representing 38% of the initial concentration of proteins entrapped into membrane. In 24 h, 48 h
and 72 h, there was 242 g (48.4%), 389 ug (77.8%) and 486 g (97.2%) of free protein
respectively, representing a linear liberation. Nevertheless, the hemagglutinating activity remained
stable in the end of 72 h with a hemagglutinating index (1024) compatible with the positive control.
The membrane permitted a liberation of approximately 100% of ConA incorporated to exterior

medium.
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3.9.  Stability of the membranes in storage

The stability of xyloglucan-ConA membranes XCM was evaluated over 97 days of storage
on temperatures of 4 °C and 30 °C ordering a possible application as wounds dressing. In storage
times of 4, 6, 10, 20, 34, 41, 48 and 97 days were collected samples for the determination of
hemagglutinating activity (Fig. 5).

The membranes stored at 4 °C maintained stable for 34 days, with a reduction of the 50% in
the HA at 48 days and a total loss of activity at 97 days. In 30° C the membranes maintained stable
until 6 days, reducing its HA by half at 10 days and lost totally the viability at 41 days. It is
noteworthy that low temperatures increasing the time of stability of the membranes. For the positive
control, it was observed that at 4 °C, the membranes maintained stable for 20 days, with a reduction
of 50% in the HA at 41 days and at 97 days the activity was reduced to 6%. In 30 °C the positive
control maintained stable until 4 days, reducing the HA by half at 6 days and losing the viability
completely at 34 days. There was observed that the incorporation of ConA into xyloglucan
membranes increasing the time of activity of the lectin. Over again, the results this study suggesting
that the ConA incorporated into xyloglucan membrane showed a potential to be used to promoting

the cutaneos healing.
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Fig.5. Stability of the xyloglucan-ConA membranes (XCM) and ConA solution (positive control) at

temperatures of 4 °C and 30 °C
3.10. Cytotoxicity Assay
The study of cytotoxicity was carried out on culture of spleen cells isolated from BALB/c

mice and was estimated by determining the percentage of surviving cells that were treated with

membranes of xyloglucan and xyloglucan-ConA (concentrations ranging from 1 to 100 pug/mL)
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compared to the non-treated control after 24 h of incubation. At the highest tested concentration

(100 pg/mL), xyloglucan-ConA membranes decreased the viability of splenocytes by 12%, and no
toxicity was observed up to 50 pg/mL, resulting in a CCsg greater than 100 pg/mL.

Lucyszyn et al. [36] obtained a value of the inhibition of the viability by 16% for a tested
concentration of 3300 pug/mL of xyloglucan extracted from Guibourtia hymenifolia seeds and
showed any detectable level of cytotoxicity on the cells at the low concentrations that were tested
(up to 833 pg/mL). A study reviewed the toxicity of chitosan, a polysaccharide approved for dietary
applications and use in wound dressings, showed a CCsp of chitosan ranges from 210 to 2500
pag/mL [37].

Through the analysis from the cytotoxicity, the high CCsy value obtained for membranes
xyloglucan-ConA and others nontoxic concentrations indicate that this compound could be a

potential biocompatible polysaccharide for biotechnological processes

4. Conclusions

Membranes based on xyloglucan were used as a matrix for the incorporation of the ConA
lectin. In general, a incorporation of ConA into membranes of xyloglucan result an increasing of the
tensile strength (TS) and the opacity in relation to the xyloglucan membranes itself, not showing
toxicity and maintain stable with 100% of the bioactivity at 4°C for approximately 34 days. FTIR
analyses suggest different chemical interactions that occur between the functional groups of ConA
and active groups of the xyloglucan membrane. Due to the inherit properties that the
polysaccharides has to forming a matrix for immobilization of active biomolecules, these results
suggest a potential application of the xyloglucan membranes as wound dressing, which can possibly
increase the healing and promote the rehabilitation of the skin lesions. New studies must be

developed in order to apply these membranes in vivo and evaluate their efficiency.
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RESUMO

Neste trabalho foi aplicado membranas bioativas xiloglucano incorporados ConA com o
objetivo de obter a capacidade de aumentar a velocidade de cicatrizacdo, reduzir o numero de
células inflamatdrias e melhorar a qualidade do tecido formado sobre lesdes cutaneas experimentas
em camundongos. O grau de esterilizacdo do procedimento cirdrgico foi confirmado pela avaliacdo
microbioldgica, O grupo MXC apresentou sinais de clinicos de inflamag&o estatisticamente menos
intensos em comparacdo com 0s grupos C e MX. A contracdo da area da lesdo ocorreu de forma
mais rapida e completa no grupo MXC em relacdo aos demais grupos analisados. As imagens
macroscopicas das lesGes foram anélogas com os achados histopatoldgicos, estas apresentaram uma
completa reepitelizacdo do grupo MXC no décimo dia apds a cirurgia. O uso de MXC néo
estimulou a modulacdo de citocinas em relacdo aos grupos controles. E a analise do protedma do
soro dos grupos tratados com os grupos C, MX e MXC, revelou 7 proteinas diferencialmente
expressas. Com base nos resultados, a aplicacdo de membranas ativas a base de xiloglucana com
ConA incorporada, foi eficaz para a reparacdo de lesbes experimentais em camundongos em um

breve periodo de tempo, revelando um potencial curativo na reabilitacdo de lesdes cutaneas.

1. INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo da pele ocorre para restaurar a integridade anatdmica e funcional
do tecido. Para isso, 0 organismo faz uso de uma sequéncia de eventos bioguimicos e celulares em
resposta a uma lesdo tecidual. Estes eventos sdo divididos nas seguintes fases: inflamatdria,
proliferagcdo ou granulacdo da matriz extracelular (MEC) e remodelacdo da MEC para formacdo da
cicatriz'. Os principais fatores que devem ser analisados na escolha de um curativo adequado para
pele, sdo: controle da infeccdo, geracdo de um ambiente Umido e rico em O, para promocdo da
cicatrizacdo, protecdo da area de trauma mecanico®. A transparéncia desses curativos permite o
gerenciamento durante o tratamento da lesdo através do monitoramento visual. Curativos
transparentes com atividade cicatrizante possibilitam a detecgéo precoce de infecgdes no local da
lesdo®. A gaze de algoddo séo tradicionalmente utilizados como curativo que pode proteger a lesdo
contra trauma mecanico e infeccdo por microorganismos. Contudo, estes aderem a area da lesdo e
ndo permitem a sua visualizacdo®. A evolugdo de uma lesdo da pele e a eficacia de um tratamento
especifico pode ser acompanhado e avaliado em intervalos regulares por varios métodos, até que a
descontinuidade da pele tenha sido restabelecida’.

O uso de biomateriais para aplicacdo na cicatrizagdo cutanea tais como polissacarideos
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naturais, é preferido para curativos de pele devido a varias vantagens, tais como

biocompatibilidade, a propriedade ndo irritante e ndo toxica, e a facilidade e seguranca na
aplicacdo®. Membranas de polissacarideos podem ser utilizadas no desenvolvimento de curativos
para aplicacéo no reparo tissular”®,

Membranas a base de xiloglucana apresentam uma estrutura que permite a incorporacao de

substancias funcionais® '* !

, tais fungbes como mitogénicas e antitumorais, por exemplo a ConA
uma lectina presente nas sementes de Canavalla ensiformis** *2. Aplicacdes diversas utilizam ConA
incorporada em membranas polissacaridicas'* *°. O objetivo do presente trabalho foi a de incorporar
ConA em membrana a base de xiloglucana, a fim de desenvolver um curativo topico ativo, com a
capacidade de aumentar na velocidade de cicatrizacao, reduzir o nimero de células inflamatorias e
melhorar a qualidade do novo tecido formado sobre lesdes cutdneas experimentas em

camundongos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Animais

Camundongos (Mus musculus) BALB/c machos (n = 15/grupo) 12 semanas de idade
pesando em média 37,0+ 1,5 g, obtidos e mantidos no biotério de cirurgia experimental do
laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - UFPE. Cada animal foi mantido em uma gaiola
individual, sob condi¢cdes ambientais controladas (12 h ciclo claro/escuro, temperatura 23 + 1°C e
umidade de 55 + 10%) com livre acesso a agua e comida. Todos os experimentos foram realizados
entre 9h e 16h. Os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos de acordo com a
recomendacdo ética do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O presente
trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFPE), processo n°
23076.029229/2011-17.

2.2.  Obtencédo da membrana de xiloglucana com e sem ConA

As membranas de xiloglucana (MX) foram preparadas com a solucdo a 0,5% (m / v) de
xiloglucana em &gua destilada, sob agitacdo (200 rpm) durante 16h a 25°C. Em seguida, foi
adicionado a solucéo, o plastificante glicerol a 0,3% (v / v) e agitado (200 rpm) por mais duas horas
a 25°C. O pH foi ajustado para 5,8 com solucdo 1,0 M de NaOH. Posteriormente, 15 ml da solucéo

foi colocada em placas de acrilico (90 mm x 15 mm) e secou-se a 37°C durante 24 h. Para
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preparacdo das membranas de xiloglucana com ConA (MXC), ConA foi incorporada na solucdo de

xiloglucana em 0,5 mg.mL™. A mistura foi realizada a 25 ° C durante 30 min a 200 rpm e as

membranas foram secas e utilizadas com intervalo maximo de 48h.
2.3.  Procedimento cirdrgico e grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos (n = 15/grupo) e submetidos a experimentos
cirargicos sob anestesia intraperitoneal com 2% (p/v) de cloridrato de xilazina e 10% (p/v) de
cloridrato de cetamina (10 e 115mg/kg, respectivamente). Para a confeccdo do acesso cirdrgico
asséptico, foi realizada a tricotomia e anti-sepsia da regido toracica dorsal com 1% iodopovidone e
etanol 70%. Uma lesdo padréo (0,8 centimetros de didmetro) foi realizada por remocdo de camadas
epidérmicas e dérmicas com hemorragia minima usando tesouras cirdrgicas. A hemostasia da area
foi efetuada por compressdo digital, quando necessaria. A avaliagdo microbioldgica foi realizada
utilizando "swab" estéril na area da lesdo para cada animal no momento da cirurgia, semeado em
placa contendo Agar Mueller-Hinton (AMH) e posteriormente incubado a 37° C por 24h, esta
avaliacdo de rotina foi realizada para garantir o grau de esterilizacdo do procedimento. O tratamento
foi aplicado no dia da cirurgia onde cada leséo foi tratada com as membranas dos grupos (MX) e
(MXC), com excecdo dos grupos controles (C) que foram tratados com 100 pL de NaCl 0,15M.

2.4. Avaliacao clinica, contracdo e analise histopatologica da lesédo

As caracteristicas clinicas das feridas experimentais foram observadas diariamente,
considerando os seguintes aspectos: edema, hiperemia, formagdo de crostas e formacdo de tecido
cicatricial. Trés animais de cada grupo experimental foram submetidos a anestesia (igual a
cirargica) apds 0, 3, 6, 10 e 14 dias do procedimento cirdrgico, onde as areas das feridas foram
medidas usando um paquimetro e calculadas da seguinte forma: A = zR.r (A = Area da ferida; R e
r os raios da ferida maior e menor, respectivamente). O calculo do grau de contracdo foi expresso
em percentagem utilizando as equacOes de Ramsey®®, 100 x (Ai - A7) / Ai = M = DP (A; = Area
inicial da ferida; As = Area da ferida no dia da bidpsia; M = Média; DP = Desvio padréo). A pele em
torno da area da ferida foi removida, abrangendo um centimetro além de cada margem dorsal e
ventral no sentido caudal, aprofundando-se até o plano muscular. Imediatamente apos a retirada da
pele, as amostras foram transferidas para papel de filtro e incubados em formaldeido a 4% (v / v)
em PBS 0,01 M, pH 7,2 durante um periodo maximo de 48 horas para o processamento das sec¢des

histologicas. Os mesmos foram incluidos em parafina, e apdés a microtomia, corados com
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hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de masson (TM). Ao final os animais foram sacrificados com

doses letais de Pentobarbital sédico (200mg.Kg™) por via intraperitoneal.

2.5.  Analise de citocinas por citometria de fluxo

Nos dias 0, 3, 6, 10 e 14 do procedimento cirrgico com 0s animais anestesiados, foram
coletadas amostras de sangue (1mL / animal), pela técnica da puncéo cardiaca, para a obtencéo do
soro, o qual foi utilizado nas dosagens de citosinas e analise da protedmica.

Kits Milliplex de imunoensaio para anélise de citocinas de camundongos foram obtidos pela
Genese Produtos Diagnésticos Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil). Placas de 96 po¢os MultiScreen com
membrana Ultracel Millipore (Bedford, MA) foram usadas para todos os Kkits de citocinas
Multiplex. Os ensaios foram executados em triplicado de acordo com o protocolo do fabricante. Os
dados foram coletados usando o citdmetro de fluxo MagPix Analyser 200 (Luminex, Austin, EUA).
A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Xponente versdo 4.2. Uma férmula de
regressao de quatro parametros foi utilizada para calcular as concentragcdes da amostra a partir das

curvas padrao.

2.6. Protedbmica do soro

2.6.1. Extracdo e quantificacdo das proteinas

Amostras congeladas de soro dos animais tratados com os trés grupos C, MX e MXC foram
submetidas ao método de extracdo com trizol, de acordo com as instru¢es do fabricante Trizol
(Invitroge®). E as proteinas totais foram quantificadas de acordo com as instru¢es do Kit 2D
Quant (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), utilizando albumina de soro bovino (BSA 2,0 mg
mL-1), como padréo.

2.6.2. Eletroforese bidimensional (2-DE) e analise de imagem

Uma aliquota de 600 pg de proteinas foi homogeneizada em 250 mL de tampéo de reidratacao
que continha 8 M de uréia, 2% w / v CHAPS, 20 mM DTT, tampéo IPG 4-7 0,5% (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, EUA), e 0,002% azul de bromofenol e carregado as amostras em tiras IPG (13 cm
com uma faixa linear de IPG pH 4-7, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) depois de uma breve

sonicagdo e centrifugacdo. A focalizacdo isoelétrica foi realizada no sistema Ettan IPGphor IlI
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seguindo o protocolo do fabricante. Antes de executar a segunda dimensdo da eletroforese

bidimensional, as tiras IPG foram equilibradas por 15 min primeiro em tampdo fresco [6 M uréia,
30% (p/v) de glicerol, 2% (p/v) SDS, 100 mM Tris-HCI, pH 8,8 ], com a adi¢do de 100 mM DTT e,
posteriormente, por 15 min em tampéo fresco suplementado com 0,25 M iodoacetamida. As tiras
IPG equilibradas foram transferidos para um gel SDS PAGE 12,5% corridas atraves da utilizacéo
de uma Unidade de Eletroforese Ettan Ruby SE 600 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA). As
proteinas em geis foram visualizadas através da coloracdo com Coomassie Brilliant Blue
(CBBR250) segundo Candiano et al.*’. Imagens dos géis foram adquiridos com uma resolucéo de
digitalizacdo de 300 dpi, em seguida, analisados com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), de acordo com protocolos fornecidos pelo fabricante. A
quantidade de cada local foi normalizada pela intensidade total de spots validos. Spots de proteinas
foram considerados diferencialmente expressos se a intensidade se modificou estatisticamente nos

diferentes dias.

2.6.3. Analise das proteinas por MALDI-TOF/TOF MS

A digestdo das proteinas em gel foi realizada conforme descrito por Shevchenko et al.’®,
com pequenas modificagdes. Tripsina foi utilizada em uma concentragdo de 25 ng/mL e 0s passos
de reducéo e alquilacdo foram omitidos. Os peptideos foram dissolvidos em 10 pL de TFA 0,1%. A
solucdo saturada de &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico, CHCA (4 mg/mL) em ACN 50% e 0,3%
TFA foi misturada com igual quantidade de amostra e colocado na placa Anchor Chip 800/384
(Bruker Daltonic GmbH) e secas em fluxo de ar laminar para recristalizacdo. Para a calibragdo 0,5
pL de peptideo padrdo de calibragdo (Bruker Daltonik GmbH) foram misturados com 0,8 pL de
matriz CHCA e recristalizado também. As amostras foram analisadas em um espectrémetro de
massa MALDI TOF/TOF (Ultraflex 111, Bruker Daltonics) no modo reflectron.

2.6.4. Analise de dados MS/MS

A analise dos dados foi realizada utilizando a ferramenta de busca MASCOT (Matrix Sciences,
UK). Pesquisas foram realizadas utilizando os seguintes parametros: a tolerancia em massa foi
definido para 100 ppm. Tripsina foi definida como enzima proteolitica com uma clivagem perdida
permitida. Carga do peptideo +1 foi utilizada. Carbamidometilagdo de residuos de cisteina foi
definina como modificacdo fixa e oxidacdo de residuos de metionina foi definida como a

modificacdo varidvel. MSDB, Swissprot e bancos de dados NCBInr foram utilizados para
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identificar proteinas de soro dos camundongos com um servidor MASCOT disponiveis on-line

(Matrix Science, UK). Proteinas foram denominadas identificadas, se pelo menos dez peptideos
combinaram com os do banco de dados, com uma pontuacdo de ions MASCOT peptideo maior do
que 85. Os bancos de dados usados foram liberados em agosto de 2006 (MSDB), em outubro de
2007 (NCBInr) e maio de 2009 (UniProt/Swissprot, release 15.2).

2.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita através de analise de variancia (ANOVA), e 0 Teste t de
Student, utilizando o programa (Graph Pad Prism, version 6, 2012, USA), Para detectar diferencas
entre os grupos. Todos os resultados foram expressos em valores médios dos grupos * desvio
padréo e foram analisados considerando os valores de p < 0,05 significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Analise da cicatrizacao das lesoes

No acompanhamento da contaminacdo experimental, a analise microbioldgica mostrou que
ndo houve crescimento de microorganismos nas lesbes de todo o grupos estudados, confirmando o
grau de esterilizacdo do procedimento cirargico. A evolucdo dos sinais clinicos e as médias das
areas lesionadas estdo relacionados na (figura 1). Os achados macroscopicos, em relacdo a area da
lesdo, foi observado uma diferenca significativa em termos da contracdo da lesdo ap06s o sexto dia,
onde o grupo MXC apresentou uma area de 0,08 + 0,01 cm? e os grupos C e MX ainda
apresentavam areas de 0,21 + 0,03 cm® No décimo dia para o grupo MXC ocorreu a completa
reepitelizacdo ndo havendo como medir a lesdo, enquanto que para os grupos C e MX ainda
apresentavam uma area de 0,03 + 0,01 cm?.

O grupo MXC apresentaram sinais de clinicos de inflamacéo, tais como: edema e hiperemia
estatisticamente menos intensos em comparagdo com o0s grupos C e MX. No sexto dia apos a
cirurgia nao foi observado hiperemia para os grupos MX e MXC, enquanto que 66,7% dos animais
do grupo C ainda apresentavam este sinal flogistico. Edema nédo foi observado no grupo MXC ao
sétimo dia, entretanto 40% dos animais dos grupos C e MX permaneceram com este sinal clinico.

A crosta primaria estava presente no primeiro dia em 20% e 13% dos animais tratados com
MXC e MX, respectivamente, e ndo foi observada no grupo C. Os primeiros sinais do tecido de

cicatrizagdo foram no sétimo dia com 60% dos animais tratados com o grupo MXC e 46% do grupo
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MX, apenas 33% dos animais tratados com o grupo C apresentaram sinais do tecido de cicatrizagdo

no oitavo dia apos a cirurgia.
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Figura 1. Variacdo com o tempo dos sinais clinicos e area da lesdo, apds o tratamento topico com
os grupos (C) NaCl 0,15M, (MX) membrana de xiloglucana e (MXC) membrana de xiloglucana
com ConA.

Macroscopicamente, a cicatriz estava presente no grupo tratado com MXC no décimo dia
apos a cirurgia, no entanto, esta s6 foi possivel presenciar no décimo quarto dia para 0s grupos
tratados C e MX.

(0 Day) (3 Days) (6 Days) (10 Days) (14 Days)

Figura 2. Evolucdo temporal macroscopica das areas das lesées dos grupos tratados com (C) NaCl
0,15M, (MX) membrana de xiloglucana e (MXC) membrana de xiloglucana com ConA.
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3.2 Analise histologica

A avaliacdo microscépica do processo de cicatrizacdo dos grupos tratados com C, MX e
MXC foi acompanhada pela presenca de crosta, infiltracdo de células inflamatdrias, angiogénese,
impregnacao de colageno, formacéo de tecido de granulacéo e reepitelizacdo da lesdo, demonstrada
na figura 3.

No terceiro dia ap0s a cirurgia, no grupo C ocorre a presenca de crosta, constituida de
plasma e restos celulares ocupando a regido mais superficial da lesdo e presenca de discreto
infiltrado inflamatoério. O grupo MX apresenta além da crosta e infiltrado inflamatorio intenso, uma
nitida angiogénese e para o grupo MXC além dos elementos j& visualizados nos outros grupos
observa-se a presenca de fibroblastos. Para o sexto dia, nota-se a area de transicdo entre ferida e
tecido normal no grupo C, observa-se a formacdo inicial de tecido de granulacdo fibrovascular e
area de transicdo bem definida no grupo MX, ja no grupo MXC ocorre a proliferacdo de vasos e
fibroblastos, a formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno. No décimo dia ocorre o
amadurecimento do tecido de granulacdo e o inicio da deposi¢cdo de colageno para os grupos C e
MX, entretanto para o grupo MXC inicia-se a reducdo da deposicdo de colageno, fase de
remodelamento e o processo de reepitelizacdo da lesdo. No décimo quarto dia ainda ocorre a
deposicdo de coladgeno para o grupo C, porém para os grupos MX e MXC observa-se a
reorganizacdo da matriz extra celular na regido cicatricial. O grupo tratado com MXC teve a leséo
completamente cicatrizada no décimo dia ap0s a cirurgia, enquanto que a cicatrizacdo de outros
grupos C e MX ainda estava em curso. E importante salientar que as imagens macroscopicas das

lesGes foram analogas com os achados histopatoldgicos.
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(TM) 100x. [

Figura 3. Fotomicrografia das lesbes cirurgicas na pele de camundongos tratados com o0s grupos
(C) NaCl 0,15M, (MX) membrana de xiloglucana e (MXC) membrana de xiloglucana com ConA.
(TM) 100 x e (TM) 400x corado com tricromio de masson, com aumento de 100 e 400 vezes,
respectivamente. Observacgdes das laminas: c, crosta; i, infiltrado inflamatdrio; at, area de transicéo;
a, angiogénese; r, reepitelizacdo; fv, tecido granulacdo fibrovascular; ep, epiderme; seta,

fibroblastos e asterisco, fibras colagenas.

3.3 Citocinas

Em resposta a inflamagdo ocorre a modulagdo de uma rede de citocinas envolvidas no
processo de cicatrizagdo. O perfil de citocinas identificadas no soro dos animais tratados com 0s
grupos C, MX e MXC (figura 4), apresentou a producdo de citocinas inflamatorias IFN- y IL-1p,
IL-6 e IL-12 e TNF- o diminuida no grupo de animais tratados com MXC, é importante salientar
que para a citocina IL-6, a sintese s6 ocorreu entre os dias 3 e 10. As citocinas, sdo necessarias para
estimular a fibroplasia e angiogénese, um processo em que 0S NOVOS vasos sanguineos sao formados
a partir de pré-existentes. Durante a angiogénese, a membrana basal vascular e a fibrina comecam a
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migrar para a matriz e para se proliferar pela formacdo de novos vasos do tipo capilar’. A

proliferacdo dos fibroblastos é importantes para a producéo da matriz extracelular®.
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Figura 4. Perfil de citocinas identificadas no soro dos animais tratados com os grupos C, MX e

MXC pelo um periodo de 14 dias.

34 Prote6ma sérico

O perfil proteico obtido a partir do soro dos animais tratados com o MXC comparado com
os grupos C e MC (Figura 5) e a identificacdo de 7 proteinas diferencialmente expressas (Tabela 1)
foi caracterizado pela analise de protedmica.

Essas proteinas estdo intimamente ligadas com o processo inflamatério, atuando em diversas
vertentes a fim de retardar a inflamagdo e diminuir o dano caudado pela leséo. Elas foram
identificadas nominalmente como: al antitripsina, serinopeptidase, proteina ligadora da vitamina D
e hemopexina, que apresentaram um aumento da expressao; apolipoproteina Al, aloumina sérica e

transferrina sérica, cuja expressao diminuiu durante a fase inflamatoria.
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Tabela 1. Identificacdo das proteinas séricas de camundongos tratados com os grupos C, MX e

MXC com expressao diferencial identificada.

Spot Identidade Organismo Acesso Score pl Mr Regulagdo
1 apolipoprotein A-I Mus ) S
gi|109571 165 5.52 30.3 diminuiu
precursor musculus
2 serum albumin precursor Mus ) o
0i|163310765 107 5.75 70.7 diminuiu
musculus
3 alpha-1 antitrypsin Mus )
gi|309079 90 533 46 aumentou
precursor musculus
4 Serine (or cysteine) Mus
peptidase inhibitor, clade musculus  gi|18044689 138 5.05 46.9 aumentou
A, member 3K
5 vitamin D-binding protein Mus ]
0i|193446 101 5.26 54.6 aumentou
musculus
6 Hemopexin Mus )
gi|15030012 88 7.92 52 aumentou
musculus
7 serotransferrin precursor Mus ) S
gij20330802 106 6.94 78.8 diminuiu

musculus
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Figura 5. Gel representativo do protedma sérico de animais tratados com os grupos C, MX e MXC.

As setas indicam proteinas diferencialmente expressas entre 0s grupos e 0s tempos analisados.

Inibidores de proteases fazem parte de um grupo de proteinas, cuja funcdo é neutralizar as
atividades de enzimas proteoliticas durante o processo inflamatério®:. A al antitripsina (spot 3)
integra o principal grupo de inibidores que junto com inibidores de serinopeptidases (spot 4), tem
sua expressdo aumentada durante a fase inflamatdria nos animais tratados com MXC. Juntas elas
atuam limitando o dano tecidual causado pela lesdo?.

A vitamina D controla a concentracdo sérica de calcio e mantem a sua homeostase e
contribui com a imunomodulacdo do sistema de reparo tecidual. A proteina ligadora da vitamina D
(spot 5) é primariamente encontrada no plasma e tem como principal funcdo o transporte da
vitamina D no organismo. Entretanto, ela desempenha funcdo adicional de impedir a polimerizacao
da actina e ativar os macréfagos®®. O aumento da expressdo dessa proteina em resposta a lesdo
cutanea pode estar relacionada como o equilibrio de da actina na pele e a ativagdo imunoldgica
necessaria das células de defesa para a cicatrizacao do ferimento.

Dubois et al.** demonstraram o efeito estimulante da ConA para a producdo de

metaloproteinase (MMP). De acordo com Nagase et al.®

, esta MMP participa do fendmeno de
cicatrizacdo de lesdes, sendo responsavel, pela metabolizacdo da elastina, do colageno tipo IV e

outras moleculas da matriz extracelular. A principal funcdo das MMPs é promover a degradacédo da
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matriz extracelular, possibilitando o remodelamento vascular®®. Além disso, degradam o colageno

tipo IV e rompem a aderéncia dos queratindcitos as fibras colagenas possibilitando que avancem

pelo leito ulceral®

. O dominio hemopexina (spot 6) estd presente em todas a metaloproteases,
portanto o aumento da expressao desse dominio esta diretamente relacionado com o aumento da
expressdo desse grupo de proteases.

O colesterol de alta densidade (HDL) é conhecido por sua funcéo de transporte reverso do
colesterol de baixa densidade e por suas propriedades anti-inflamatdria, antioxidante e
antitrombéticas®®. Entretanto é conhecido que durante processos inflamatérios o HDL pode sofrer
modificacBes e tornar-se pro-inflamatério®®. Essa reversio de funcdo explica a diminuicio da
expressdo da apolipoproteina A-1 (spot 1), durante o processo inflamatério nos animais tratados
com MXC, afim de beneficiar o processo e cicatrizagéo.

A albumina (spot 2), proteina mais abundante no plasma, aproximadamente 60% da
concentracéo total de proteinas do plasma. E sintetizada exclusivamente pelo figado e suas funces
compreendem transporte de diferentes substancias e manutencdo da pressao oncotica plasmatica.
Doencas inflamatérias sdo as maiores causas da diminui¢cdo da concentracdo plasmatica de
albumina, devido a hemodiluicdo, aumento de permeabilidade vascular, aumento do consumo
celular local e menor sintese, decorrente da inibic&o por citocinas?.

A transferrina (spot 7) é uma glicoproteina responsavel pelo transporte de ions ferro na
circulacdo, cujo teor sérico tende a decrescer na presenca de condicdo inflamatéria, durante a
inflamacdo os ions de ferro séo transportados para o figado, diminuindo assim, a disponibilidade de

ferro, retardando infecgdes™.

3. CONCLUSOES

O presente trabalho mostra que a aplicacdo de membranas ativas a base de xiloglucana com
ConA incorporada, foi eficaz para a reparacdo de lesbes experimentais em camundongos em um
breve periodo de tempo. Sugere-se assim que essa membrana pode ser utilizada como um composto

de cicatrizagdo no futuro, contribuindo para a reabilitacdo de lesGes cutaneas.
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CONCLUSOES

O polissacérideo extraido das sementes de H. courbaril var courbaril foi isolado com
sucesso e o rendimento do processo extracao foi superior comparado aos relatados na literatura. A
caracterizacdo foi realizada por difracdo de raios-X, FTIR, RMN e composicdo monossacaridica e
confirmou que o polissacarido possui uma estrutura bem definida de uma espinha dorsal de glucose
com ramifica¢fes de unidades terminais de xilose e galactose. A sua estrutura e semelhante a outras
xiloglucanas mencionadas na literatura. As atividades biologicas e suas caracteristicas reoldgicas
sugerem uma ampla aplicabilidade da xiloglucana como um agente com possivel aplicacdo
biotecnoldgica. As membranas de Xiloglucana foram usadas como matriz para a incorporacdo da
lectina ConA. Em geral, a incorporagdo de ConA em membranas de xiloglucana (MXC) resultou no
aumento da resisténcia a traccdo (TS) e da opacidade em relacdo as membranas de xiloglucan sem
ConA (MX), ndo apresentaram toxicidade e se mantiveram estavel durante 34 dias a 4 ° C com
100% da bioactividade. Analises de FTIR sugerem diferentes interacBes quimicas que ocorrem
entre os grupos funcionais de ConA e grupos ativos da membrana xiloglucano. Atualmente, tem
sido intensificada a pesquisa com substancias biocompativeis, as quais tendem a produzir efeitos
menos agressores ao organismo do que 0s compostos sintéticos. Persistindo a busca por substancias
que sejam Uteis no processo de reparacdo tissular, mesmo com a existéncia de um vasto arsenal
terapéutico direcionado ao tratamento de lesbes cutaneas. A avaliacdo dessas membranas como

curativo topico, demonstrou um potencial para novo biomaterial no campo de reparacao de tecidos.



