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RESUMO

A Frutapina ¢ uma lectina com afinidade por glicose/manose presente em sementes de
Artocapus altilis (fruta-pao) e apresenta semelhanga estrutural com Artocarpina, conhecida por
suas propriedades imunoestimulantes e cicatrizantes. Considerando seu baixo rendimento de
extracdo natural, a expressao da sua forma recombinante em Escherichia coli foi padronizada,
e, assim, aumentou sua producao, viabilizando estudos sobre seu potencial farmacolédgico. Este
trabalho teve como objetivo a investigar a forma recombinante da frutapina (rfFTP) quanto ao
seu potencial cicatrizante in vitro e in vivo através da avaliacdo da viabilidade de Fibroblastos
(L929), Queratinécitos (HaCaT) e Macrofagos (RAW 264.7) (resazurina), bem como a
producio de Oxido Nitrico (Griess) e Citocinas TNF-a, IL-1b, IL-6 e IL-10 (Elisa) no
sobrenatante da RAW 264.7. Em seguida, a rFTP (0,1%, 0,5% e 1%) foi incorporada em
biomembranas de Xiloglucana e testada em feridas excisionais de camundongos BALB/c
(n=6animais/grupo), comparando-se com os controles sem tratamento (Sham) e biomembrana,
sem o ativo. Os animais foram eutanasiados apds 3, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia. A rFTP (0,15 —
Img/mL) aumentou a proliferacdo da L929, HaCaT, bem como modulou a resposta inflamatoria
da RAW 264.7, em comparagao ao grupo CTRL, aumentando significativamente a proliferagao
e a producao da citocina anti-inflamatoéria IL-10 e reduzindo os niveis das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-6 e IL1B com e sem LPS. A biomembrana de xiloglucana contendo
rFTP na concentracdo de 0,1% acelerou a contracdo das lesdes e diminuiu o infiltrado
inflamatorio no 3° e 7° dia. Além disso, a espessura epitelial foi significativamente maior nos
grupos tratados com rFTP (0,1%) em comparagdo aos grupos sham e controle, evidenciando a
capacidade da rFTP de estimular a regeneracdo tecidual e estruturacdo da matriz extracelular.
Os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-6 foram reduzidos e houve um aumento consideravel de 1L-10,
sugerindo que a rFTP modula inflamacao. Esses resultados indicam que a rFTP ¢ uma candidata
promissora para o manejo de feridas através do controle inflamatorio e estimulacdo
regenerativa. Dessa forma, este trabalho impulsiona estudos adicionais para elucidar os
mecanismos moleculares especificos da rFTP e avaliar sua eficicia e seguranca em ensaios

clinicos.

Palavras-chave: Lectinas vegetais, proteinas recombinantes, reepitelizacdo, BALB/c.



ABSTRACT

EFFECT OF THE RECOMBINANT LECTIN R-FRUTAPIN FROM ARTOCARPUS
ALTILIS ON THE WOUND HEALING PROCESS: IN VITRO AND IN VIVO STUDIES

Frutapin is a lectin with affinity for glucose/mannose found in the seeds of Artocarpus altilis
(breadfruit) and shares structural similarity with artocarpin, which is known for its
immunostimulatory and wound-healing properties. Given its low natural extraction yield, the
expression of its recombinant form in Escherichia coli was standardized, thereby increasing its
production and enabling studies on its pharmacological potential. This study aimed to
investigate the recombinant form of frutapin (rFTP) for its wound-healing potential in vitro and
in vivo by evaluating the viability of fibroblasts (L929), keratinocytes (HaCaT), and
macrophages (RAW 264.7) using the resazurin assay, as well as nitric oxide production (Griess
assay) and cytokines TNF-a, IL-1P, IL-6, and IL-10 (ELISA) in RAW 264.7 cell supernatants.
Subsequently, rFTP (0.1%, 0.5%, and 1%) was incorporated into xyloglucan-based
biomembranes and tested in excisional wounds in BALB/c mice (n = 6 animals/group),
compared with untreated controls (sham) and biomembrane without the active compound. The
animals were euthanized on days 3, 7, and 14 post-surgery. tFTP (0.15—1 mg/mL) increased
the proliferation of L929 and HaCaT cells and modulated the inflammatory response in RAW
264.7 macrophages compared to the CTRL group, significantly enhancing proliferation and IL-
10 production while reducing the levels of pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-6, and IL-
1B, both in the presence and absence of LPS. The xyloglucan biomembrane containing 0.1%
rFTP accelerated wound contraction and reduced inflammatory cell infiltration on days 3 and
7. Moreover, epithelial thickness was significantly higher in the rFTP-treated groups (0.1%)
compared to the sham and control groups, highlighting rFTP’s ability to stimulate tissue
regeneration and extracellular matrix remodeling. Levels of IL-1p, TNF-a, and IL-6 were
reduced, while IL-10 was considerably increased, suggesting that rFTP modulates
inflammation. These results indicate that rFTP is a promising candidate for wound management
by promoting inflammatory control and regenerative stimulation. Thus, this work encourages
further studies to elucidate the specific molecular mechanisms of tFTP and to assess its efficacy

and safety in clinical trials.

Keywords: Plant lectins, recombinant proteins, re-epithelialization, BALB/c.
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1 INTRODUCAO

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano e ¢ responsavel pela protecdo contra agentes
externos, regulacdo da temperatura, prevengao contra a desidratacdo, percepcao sensorial,
equilibrio de fluidos e eletrolitos e, portanto, essencial para a sobrevivéncia e bem-estar
(MPHANDE, 2020). Por revestir a superficie corporal, a pele estd naturalmente exposta a
agentes agressores que podem causar uma ruptura na sua continuidade e alterar sua estrutura
anatomica e até sua fisiologia. Por contribuir diretamente para a homeostase do organismo, a

restituicao do tecido deve ocorrer em tempo habil (DINIZ et al., 2022).

Imediatamente ap6s a lesdo, o organismo reage e estabelece a cicatrizagdo por meio de
quatro fases classicas, sobrepostas e continuas que sdo: hemostasia, inflamagao, proliferacao
celular e remodelagao tecidual. Esse processo ocorre por meio da ativagao e interagao de células
residentes e recrutadas, citocinas, quimocinas e fatores de crescimento. A complexidade da
dindmica dependerd do grau de comprometimento da area lesionada e a transicdo da fase
inflamatoria para a fase de proliferagdo celular pode ser uma das etapas mais criticas

(RODRIGUES, MELANIE et al., 2019).

O processo cicatricial pode ser afetado por fatores intrinsecos, como o envelhecimento
e alteragdes hormonais (GILLIVER; ASHWORTH; ASHCROFT, 2007), e por fatores
extrinsecos, como infecgdes bacterianas e flngicas, que prolongam a fase inflamatoria com a
dindmica requerida para conte-los. Além disso, o estresse € a ma alimentacio podem
comprometer a resposta imunologica e a sintese de colageno (GUO, S.; DIPIETRO, 2010).
Doengas cronicas, como diabetes, obesidade, imunodeficiéncias e doengas vasculares também
sdo agravantes desse processo e podem estagnar a cicatrizagdo (WILKINSON; HARDMAN,
2023a).

As feridas de dificil cicatrizagdo causam muitos transtornos ao paciente, que, além da
dor e do incomodo que compromete as suas atividades didrias, torna-o mais suscetivel a
infecg¢des, com agravamento do quadro clinico. Somando-se a isso, esta condi¢ao produz altos
indices de danos psicossociais, €, frequentemente, os pacientes apresentam uma qualidade de
vida diminuida. E vélido frisar a geracdo de altos gastos com a saude, pois demanda
profissionais especializados e materiais constantemente. O impacto psiquico, social e
econdmico da cronificag¢do de lesdes impulsiona a busca por novas opgdes terapéuticas eficazes

(SEN, 2021).
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Atualmente, ha um arsenal de estratégias e recursos farmacéuticos para a cicatrizacao
de feridas. Dentre eles, cita-se: curativos com alginato de calcio, hidrocoldides e membranas de
coladgeno, laserterapia, ultrassom terapéutico e microcorrentes. Porém, essas opgdes t€ém um
custo elevado e sdo de dificil acesso, ndo atendendo a demanda real desses produtos. Com isso,
muitos pacientes ficam sem o tratamento adequado para sua condi¢do e seu quadro clinico pode

ser agravado (MIRHAJ et al., 2022).

As lectinas sdo conceituadas como um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas
amplamente distribuidas na natureza, que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico capaz
de se ligar de maneira especifica e reversivel a carboidratos. Essa habilidade permite a
sinalizagdo de células e mediadores envolvidos na resposta inflamatdria responsaveis pela
regeneracdo do tecido epitelial através do recrutamento de neutréfilos (DE SOUSA et al.,
2019a; GONZAGA, 2011), proliferagdo de fibroblastos (GONZAGA, 2011), secre¢do de TGF-
B e VEGF (HWANG et al., 2018; KIM, YEON JUNG et al., 2020a) e da produgdo da
metaloproteinase-9 (MMP-9) (BRUSTEIN et al., 2012). Nesse sentido, as lectinas tém sido
consideradas potenciais candidatas para desenvolvimento de ferramentas medicinais baseadas

em interacdes proteina-carboidrato (BARBOSA et al., 2021).

Frutapina (FTP) ¢ uma lectina isolada das sementes da Artocarpus altilis, uma planta
popularmente conhecida como fruta-pao e interage especificamente com residuos de glicose e
manose. Além da FTP, foi isolada também a Frutalina, uma lectina mais abundante que a FTP,
sendo uma molécula quimiotatica potente para neutrofilos, estimuladora de linfocitos,
citotoxica para células tumorais, cicatrizante em modelos in vitro e in vivo e indutora da
ativacdo do receptor TLR4, importante estimulo da resposta imune inata (CAMPANA et al.,
2002; DE SOUSA et al., 2019b; OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014).

Em sementes de Artocarpus integrifolia (jaca), do mesmo género, também foram
isoladas duas lectinas, a Jacalina e Artocarpina. A Jacalina ¢ ligante do anticorpo Ig-A, linfocito
CD-4 e de células tumorais. A Artocarpina ¢ potente estimuladora do sistema imune (COLTRI
et al.,2008; PANUNTO-CASTELO et al., 2001), além de apresentar potencial para aplicagdes
em cicatrizagdo de feridas (CHAHUD et al., 2009).

Apesar da analogia estrutural da frutapina (FTP) com outras lectinas do género
Artocarpus, principalmente com a Artocarpina, ainda ha poucos estudos devido ao laborioso
processo de isolamento e seu baixo rendimento e, durante a extragdo, normalmente ¢ descartada.

Assim, De Sousa (2017) otimizou a produgdo da frutapina recombinante em Escherichia coli,
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com rendimento (>40mg de frutapina/L de cultura) e preservacao da funcionalidade pelo teste
hemaglutinante e agdo estimulatoria da proliferacao de fibroblastos humanos 3T3 in vitro, além
de efeito modulador do sistema imune, pela interagdo com o receptor Toll-like 4 (TLR 4) e

aumento da produ¢do de IL-6 em fibroblastos.

Na cicatrizagdo, os biomateriais sao usados desde os primeiros escritos médicos, com
achados egipcios do uso de mel, graxa e fibra vegetal para tratar feridas (DAS; BAKER, 2016).
Conceituados como compostos de origem natural biocompativeis, biodegradaveis e
hipoalergénicos (BEDIAN et al., 2017), os sistemas contendo polissacarideos biologicos
despertam o interesse de biotecnologistas, devido as suas caracteristicas estruturais,
propriedades reologicas e aplicabilidade, além de apresentarem vantagens sobre os polimeros
sintéticos, como a producdo por fontes renovaveis em larga escala (CEVOLI et al., 2013;

PRAJAPATI et al., 2013).

Xiloglucanas sdao polissacarideos de alto peso molecular derivados das sementes de
Tamarindus indica Linn., da familia Leguminosae. Sua estrutura compreende uma cadeia
principal de glucana com cadeias laterais de xilose e galactose, conferindo-lhe a capacidade de
formag¢do de géis e mucoadesio (RODRIGUES, DELANE C. et al., 2018). Aliado a
biocompatibilidade e biodegradabilidade, a possibilidade de modificacdes em sua estrutura
quimica permite que as xiloglucanas sejam candidatos promissores para sistemas de liberagao
de farmacos. Dessa forma, o estudo de Biomembranas de xiloglucana permite a exploragdo e
avaliagdo deste recurso, podendo responder lacunas cientificas ainda ndo exploradas
(KULKARNTI et al., 2017).

Este trabalho propds a investigacdo da modulagdo do processo de cicatrizagdo de
feridas em culturas celulares e em camundongos BALB/c, usando uma lectina em matrizes de
polissacarideo, apresentando-se como uma formulacdo genuinamente natural em forma de
biomembrana. Dessa forma, foram extraidas xiloglucanas de sementes de Tamarindus indica
Linn., e foi incorporado a lectina obtida através de expressao em bactérias, formando uma
biomembrana que foi utilizada para investigar o potencial imunomodulador e cicatrizante.
Além da utilizagdo de um subproduto que seria anteriormente descartado, esse estudo

contribuiu para avangos no campo biotecnologico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 15% do peso
corporal (DINIZ et al., 2022). Atua como a principal barreira contra agentes externos, além de
cooperar para a regulacao da temperatura e prevencao contra desidratagdo. Contém células
imunes que detectam e combatem infecg¢des, bem como € capaz de produzir glicocorticoides e
vitamina D. A percep¢do sensorial ¢ outro aspecto importante, permitindo que o organismo
interaja e responda a estimulos ambientais. Dessa forma, contribui diretamente para a

integridade e homeostase do organismo (JIN, ef al., 2022).

Figura 1 - As camadas da pele
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Fonte: JUNQUEIRA (2013, p. 45).

2.1.1 Epiderme

As principais camadas da pele sdo: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). A epiderme

¢ a camada mais externa, em contato direto com o meio ambiente. Em humanos, a espessura
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média pode variar entre 0,05 a 1,5mm. E composta predominantemente por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, ndo possui vasos sanguineos ¢ ¢ dependente da
difusdo de nutrientes da derme. As principais fungdes sdo: percepcao de estimulos externos e
sensacdo tatil; regulagdo da perda de agua e prote¢do contra agentes patdgenos, quimicos e

radiacdo UV (WILKINSON; HARDMAN, 2023b).

Organiza-se em estratos basal, espinhoso, granuloso e corneo. Mais externamente tém-
se o estrato corneo, uma camada que descama continuamente, com varios queratinocitos
anucleados e sem organelas, que, juntamente com a queratina, uma proteina fibrosa que da
firmeza, atuam como barreira impermeabilizadora da pele. Em areas mais espessas, como
palmas e plantas, ha uma barreira adicional, o estrato lucido. Este ¢ composto por células mortas

que contém eleidina, um tipo de queratina(MENKE et al., 2007).

O estrato granuloso € composto por queratindcitos conectados por desmossomos e
juncdes GAP em processo de perda de vitalidade (Figura 2) (BURNS; ROOK, 2010; WIBBE;
EBNET, 2023). Essas células acumulam granulos de queratohialina, contribuindo para a
formacio da queratina. O estrato espinhoso proporciona resisténcia e elasticidade a pele. E
composto por queratindcitos que estdo em processo de diferenciagdo e unidos por
desmossomos. Ha também células de Langherans, um tipo de célula dendritica que contém os
granulos de Birbeck. Elas atuam como apresentadoras de antigeno, capturando, processando e

apresentando para células T, impulsionando a resposta imune (LINDER, et al.,2020).

O estrato basal ou camada germinativa ¢ a por¢do mais profunda da epiderme composta
por um epitélio simples cuboide com queratindcitos em divisdo que produzem queratina e
movimentam-se para cima. Os queratinocitos sdo unidos entre si por juncdes aderentes,
permitindo a coesdo celular e sdo ancorados a camada basal por hemidesmossomos, garantindo
a conexao com a derme adjacente. Além disso, as jungdes Gap permitem a comunicagdo entre

as c¢lulas, facilitando a sinalizagdo e oferta de nutrientes (MPHANDE, 2020).

Na camada basal também sao encontrados os melandcitos, que sdo células produtoras
de melanina, que ¢ transferida para os queratindcitos, conferindo a pigmentagdo da pele e
protecdo contra as radiagdes UV (GOLDSMITH, 1991). Também s3o encontradas as células
de Merkel, especializadas em percepcdo sensorial, atuando como mecanorreceptores em

terminacdes nervosas que sao sensiveis ao toque e a pressao (HASHIMOTO, 1972).
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Figura 2 - Jung¢des de adesdo entre células epidérmicas
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Fonte: Adaptado de BURNS (2010).

2.1.2 Derme

Em conexdo com a epiderme, a derme contém vasos sanguineos que fornecem nutrientes
e oxigénio, terminagdes nervosas, que permitem a percepgao de estimulos tateis, térmicos e
dolorosos e células imunologicas que oferecem protecdo contra agentes patogénicos
(VESTITA, et al., 2022). A derme € rica em componentes da Matriz Extracelular (MEC), como

colageno e elastina, que sdo cruciais para a estrutura e funcao da pele.

As principais células que compdem a derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela
producdo de coldgeno e elastina; mastocitos, especializados em producdo de histamina,
envolvida em processos alérgicos e inflamacao; macrofagos, que sdo fagocitos responsaveis
pela defesa contra patdgenos e maestros da dindmica da renovagao celular e células endoteliais,

responsaveis pela formacgao dos vasos sanguineos (MYUNG, ef al., 2022).

Dessa forma, a derme ¢ subdividida em camadas papilar e reticular. A derme papilar ¢
mais superficial e caracterizada por um tecido conjuntivo frouxo contendo rede complexa de
fibras colagenas finas, com predominancia do coldgeno do tipo III, formando uma estrutura
mais frouxa e entrelagada, permitindo maior flexibilidade e elasticidade, aumentando a area de
superficie para a troca de nutrientes e adesao entre as camadas (NIKOLAEV et al., 2023). As

terminacoes nervosas dessa camada incluem os corpusculos de Meissner, que sdo receptores
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encapsulados encontrados na pele nao peluda como palmas das maos e pés, responsaveis pela

percepcao das texturas e estimulos sutis de vibragdes e toques leves (SUAZO et al., 2022).

A derme reticular estd em contato com a camada subcutinea e ¢ composta por tecido
conjuntivo denso irregular, caracterizado por fibras coldgenas mais grossas, do tipo I,
conferindo mais resisténcia a tragao. Os corpusculos de Pacini ou lamelados, sdo especializados
em estimulos nervosos mais intensos, detectando pressdes mais profundas e vibragdes de alta

frequéncia (SUAZO et al., 2022).

Os principais anexos presentes na camada reticular sdo os foliculos pilosos, que dao
origem aos pelos, as glandulas sudoriparas, produtoras de suor, sendo elas ecrinas, presentes
em toda a superficie corporal, regulando a temperatura, e as glandulas apdcrinas, localizadas
nas axilas e genitalias, produzindo feromonios. Também sdo encontradas as glandulas sebaceas,

produzindo o sebo que lubrifica e protege a pele (MYUNG; ANDL; ATIT, 2022).
2.1.3 Hipoderme

Também conhecida como tecido subcutaneo, a hipoderme ¢ a camada mais profunda da
pele e esta conectada com os muisculos, permitindo a mobilidade da pele. E caracterizada pela
presenca predominante de adipdcitos, células que armazenam a gordura, desempenhando um
papel importante no isolamento térmico e metabolismo energético, bem como prote¢ao contra

traumas e impactos (SANCHEZ et al., 2022).

Além disso, ha a presenca de fibroblastos, macréfagos e mastocitos, vasos sanguineos
e nervos, sendo a base para a inser¢ao dos anexos da derme. E valido ressaltar que a hipoderme
pode ter sua espessura afetada pelo estilo de vida do individuo, podendo gerar quadros de

obesidade, diabetes, alteracdes vasculares, lipodistrofia e celulites (VERONESE et al., 2021).
2.2 Lesdes cutaneas

Por estar em contato direto com o meio ambiente, a pele estd naturalmente exposta a
agentes agressores, que podem ser fisicos, quimicos ou térmicos, podendo gerar uma lesao. Os
traumas fisicos sdo os mais comuns ¢ podem resultar de impactos diretos, como cortes e
perfuracdes. Os traumas quimicos estdo associados a contato com produtos corrosivos ou
irritantes e as queimaduras podem estar associadas a exposi¢ado a altas temperaturas ou radiagao

(WILKINSON; HARDMAN, 2023a). .
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2.2.1 Lesoes cutineas agudas

As feridas agudas sdo consideradas quando hé a perda da integridade do tecido, mas a
restauracdo € espontanea, seguindo uma progressao oportuna e ordenada, durando entre 4 e 6
semanas (DAI, CHRISTINA; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020). Elas podem ser causadas por
lesdes traumaticas, abrasdes, queimaduras ou podem ser consequéncia de procedimentos
cirargicos, mudancgas extremas de temperatura, contato com produtos quimicos, exposi¢ao a
radiacao ou infec¢do. Normalmente, a extensao da lesdo pode influenciar diretamente no tempo

de cicatrizacao (RAZIYEVA et al., 2021).

Com isso, as lesdes agudas também podem ser classificadas de acordo com seu tamanho,
profundidade e localizagdo. As lesdes superficiais, como pequenos cortes ou abrasdes
cicatrizam rapidamente e ndo causam prejuizos significativos ao acometido. No entanto,
quando ha a perda da integridade da pele atingindo camadas mais profundas, como a derme
papilar, h4 a formacdo de ulcera, podendo resultar em desabilidades ou até mesmo 6bito (DAL,

CHRISTINA; SHIH; KHACHEMOUNE, 2020).
2.2.2 Lesoes cutineas cronicas

As feridas cronicas, ao contrario das agudas, requerem um tempo de cicatrizacao
estendido a mais de 12 semanas (BERTHIAUME; HSIA, 2024). Isso ocorre devido a um estado
de inflamacao prolongado, que pode estar associado a irregularidades na inflamacao, grande
extensao da ferida, exposi¢cdo a infeccdes, ou presenca de fatores agravantes, como idade,
diabetes, doenca vascular e cancer associados ou ndo, afetando negativamente o processo de
reparo de feridas, que resulta em uma incapacidade cicatricial (DAI, CHRISTINA; SHIH;
KHACHEMOUNE, 2020).

Alguns tipos de feridas que tem uma cicatrizagdo complexa e lenta sdo as ulceras de
pernas ou pé, isquémicas, venosas, arteriais, ulceras diabéticas e ulceras de pressao. Além disso,
pode haver ainda a formacdo de cicatrizes hipertréficas, conhecidas como queldides. Os
mecanismos subjacentes a formagdo de cicatrizes em lesdes cronicas ainda sdo pouco
compreendidos, e faltam opgdes de tratamentos eficazes para essas situagdes (SCHILRREFF;
ALEXIEV, 2022). E valido acrescentar que, conforme essas feridas cronificam, os pacientes

tendem a viver com a reincidéncia destas, e casos mais graves podem levar a morte.

2.3 O processo cicatricial em lesdes cutaneas
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A fisiopatologia do processo cicatricial apds o rompimento da continuidade anatdomica
da pele envolvendo epiderme e/ou derme inicia instantaneamente ¢ ¢ um processo bioldgico
complexo e multifatorial que, didaticamente, pode ser dividido em quatro fases sequenciais,
porém sobrepostas: hemostasia, inflamagao, proliferagdo e remodelamento tecidual (Figura 3)

(WILKINSON; HARDMAN, 2023Db).

Sendo orquestrada pelos macrofagos, a cicatrizagdo objetiva restaurar a homeostasia e
a integridade do tecido por meio da cascata de coagulacdo e da inflamagdo. Células como
neutrofilos, endoteliais, queratindcitos e fibroblastos, passam por modificagdes importantes
levando a proliferagdo, diferenciagao e migragao celular (GURTNER et al., 2008). Citocinas,
fatores de crescimento, proteinases ¢ moléculas de adesdao direcionam as interagdes celulares
com componentes da matriz extracelular do tecido, estabelecendo todas as fases da cicatrizagao

(WILKINSON; HARDMAN, 2023Db).

Figura 3 - Fases da cicatrizagao
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Fonte: Adaptado de PRENTICE; QUILLEN; UNDERWOOD (2005).

2.3.1 A fase de hemostasia

A fase de hemostasia ocorre imediatamente apos a lesdo e objetiva tamponar o

sangramento e preparar o microambiente para os processos seguintes. Assim, ocorre
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vasoconstri¢ao e agregacao trombocitdria para a formacao de um codgulo por meio da ativagao
dos fatores de coagulacao, tendo como protagonistas as plaquetas, que entram em contato com
0 colageno exposto e outros elementos da MEC, desencadeando a liberacdo fatores de
coagulagdo, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e sinalizadores
quimicos, como o tromboxano A2 e o ADP, e, assim, aderem a area lesionada por meio do fator
de Von Willebrand, criando uma rede com a fibrina ativada obtida a partir do fibrinogénio,

cessando o sangramento local (OPNEJA; KAPOOR; STAVROU, 2019).

A degranulacdo das plaquetas e os subprodutos da proteodlise da fibrina e outros
componentes da matriz, liberaram consequentes sinais quimiotaticos, como a citocina IL-8,
promovendo o recrutamento de neutr6filos e monocitos para a area da ferida que iniciardo a
limpeza da érea lesionada por meio da fagocitose dos detritos celulares e patdgenos invasores.
(GALLAGHER et al., 2024). Esta fase inicia a liberagdo de fatores de crescimento e citocinas

que influenciam a promogao da angiogénese ¢ fase inflamatoria. (Qiu ef al., 2024).

2.3.2 A fase inflamatoria

A inflamagao consiste em uma resposta protetora e facilitadora no reparo tecidual, sendo
essencial para a eliminagdo de potenciais agentes patogénicos invasores e ativagdo dos eventos
reparadores. No entanto, se ndo houver um equilibrio nos mecanismos, se torna potencialmente

prejudicial, podendo levar a um estado de cronificagdo e fibroses (SOLIMAN, et al., 2022).

Sendo simultaneo ao estabelecimento da fase de hemostasia, o inicio da resposta
inflamatoria ¢ marcado pela migra¢do de células inflamatorias, primeiramente neutréfilos,
seguidos de mondcitos, para o local da lesdao para remover detritos e patdgenos. Citocinas pro-
inflamatoérias, como interleucina-1 (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)) e quimiocinas, como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) estdo envolvidos na coordenagdo desse processo

(KOH; DIPIETRO, 2011).

Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem no local da lesdo. Polarizados para o
perfil inflamatério N1, realizam a limpeza inicial por meio da fagocitose de detritos celulares e
destruicdo de microrganismos invasores pela producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
que sdo essenciais para prevenir infeccoes (PHILIPSON et al., 2018). Além disso, produzem
as Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas (NETs), que sdo estruturas que auxiliam na captura

e destruicdo de patogenos (ZHU, et al, 2024). Os neutrdéfilos também influenciam o
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comportamento dos macrofagos para a polarizacao para o fendtipo M1, que ¢ pro-inflamatério

(MIHAILA, et al., 2024).

Os macrofagos se acumulam no ambiente inflamado e permanecem vérios dias, atuando
como maestros desta fase e contribuindo para digestdo de microrganismos sobreviventes,
remogao de neutrofilos mortos e debris celulares, degradacao do tampao de fibrina e liberagao
de 6xido nitrico (NO) (WANG, et al., 2011). Eles também secretam uma variedade de citocinas
pré-inflamatorias e fatores de crescimento: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento
endotelial (EGF), TGF-B, PDGF e VEGF. Os fatores de crescimento impulsionam a
proliferagdo de fibroblastos e queratinocitos na fase proliferativa. Dessa forma, os macrofagos

sdo células-chave para estruturar a transi¢ao da inflamagao para a proliferacdo celular.

2.3.3 A fase proliferativa

Com o fim da fase inflamatoria, inicia-se a fase proliferativa, que dura de 3 a 21 dias e
¢ um ponto regulatorio critico marcado pela angiogénese, produgdo de tecido de granulagao e
producdo de coladgeno do tipo III por fibroblastos. Nesse momento, sdo liberados fatores de
crescimento, como fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) (WEINHEIMER-HAUS;
MIRZA; KOH, 2015; WOOD et al., 2014). Esse processo permite a formagao de uma matriz
extracelular robusta para a proliferacdo e migragao dos queratindcitos e fechamento da lesdo e

a interrupcao ou atraso pode comprometer a cicatrizacdo (BUMBUC, et al., 2023).

Durante a fase proliferativa, os fibroblastos que migraram para o local se diferenciam
em miofibroblastos e iniciam a producdo de elastina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
coladgeno do tipo III para estruturar o tecido de granulacdo (KING, et al., 2020). O colageno ¢
primordial nesta etapa, proporcionando forca e integridade ao tecido neoformado.

(SIEMIONOW; EISENMANN-KLEIN, 2010).

Nessa fase, os macrofagos comegam a se polarizar para o perfil M2, anti-inflamatorio,
e impulsiona as células endoteliais a formarem novos vasos sanguineos, e, juntamente com o0s
fibroblastos, ha a liberagdao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de
crescimento basico de fibroblastos (bFGF) (ELBIALY et al., 2020). Vale frisar que os pericitos,
que sao células especializadas que se localizam na parede dos vasos sanguineos, serao os

responsaveis por conferir estabilidade, maturacio e remodelag@o dos vasos neoformados (KIM,
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et al.,, 2022). Durante a fase proliferativa, sdo ativados e sdo capazes de secretar marcadores
pro-angiogénicos, como o VEGF-A, promovendo ainda mais a angiogénese (CHOPRA, et al.,

2022).

Com isso, os queratinocitos se proliferam intensamente, se diferenciam e se estratificam
em camadas, recompondo a barreira epitelial, mediados, principalmente pelo fator de
crescimento dos queratindcitos (KGF) (BARTOLO, et al., 2021). Ha, também, o aumento da
expressdo de genes, como a elF2 kinase GCN2, coordenando a geragdo de ROS e a manutengao
dos aminoécidos que sdo importantes para esse processo, bem como o gene MMP1 e TIMP1,
regulados positivamente durante a fase proliferativa e inicio do remodelamento tecidual
(AGREN, et al., 2022). Ha, portanto, uma intensa atividade celular para a formag¢io de uma
nova matriz que sustente o tecido recém formado (GONZALEZ et al., 2016; SINNO;
PRAKASH, 2013).

Paralelamente, os miofibroblastos, derivados de fibroblastos ativados sob o estimulo
do TGF-B, se contraem para diminuir o tamanho da ferida e reaproximagao das bordas
lesionadas. Essa etapa ¢ importante para preparar o ambiente para a fase de remodelamento.
Ha, portanto, uma reorganizagdo progressiva da matrix extracelulat (MEC) e substitui¢ao do
colageno tipo III para o tipo I, mais maduro. O coldgeno recém sintetizado comega a se
organizar em feixes mais densos e alinhados e as enzimas, como metaloproteinases de matriz
(MMPs) e seus inibidores (TIMPS) comecam a remodelar o seletivamente o tecido neoformado

(VOLOVAR, et al., 2023).
2.3.4 A fase de remodelamento

A fase de remodelamento ¢ o estagio final do processo de cicatrizagdo e dura cerca de 2
meses a um ano e é crucial para o fortalecimento e a maturagio do tecido neoformado. E nesta
fase que ocorre a sintese e degradagdo continuas do coladgeno, incluindo a transi¢ao do colageno
do tipo III, para o tipo I, que ¢ mais maduro, bem como a organizagdo das fibras coldgenas
inferindo resisténcia a tragdo (SPIELMAN, et al, 2022). O ntimero de fibroblastos, a
vascularizagdo e a atividade metabolica diminuem consideravelmente e o refinamento tecidual
¢ estabelecido por meio de metaloproteinases da matriz (MMPs) e seus inibidores teciduais
(TIMPs), outros fatores de crescimento, como fator de crescimento transformador beta (TGF-

B) (VOLOVAR, et al., 2023).
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A fase de remodelagdo tem o objetivo de estruturar o novo epitélio e formar o tecido
cicatricial. Nesta fase, a matriz extracelular comeca a amadurecer e os feixes de colageno
aumentam de didmetro e dao resisténcia a ferida. Além da deposicdo de colageno, ha a
organizacdo das fibras colagenas, levando ao aumento da contragdo que havia comecado na
fase inflamatoria. O amadurecimento da cicatriz induz a apoptose dos fibroblastos e
macréfagos, e diminui a densidade no local dessas células (GONZALEZ et al., 2016). Um
processo cicatricial ideal envolveria uma rapida hemostasia, inflamacao adequada, proliferacao,

diferenciagdo e migragao de células, angiogénese, reepitelizacdo e remodelamento tecidual.

2.4 Fatores que afetam a cicatrizacio

A cicatrizacdo de feridas envolve uma sequencia de eventos altamente regulado
envolvendo aspectos celulares e moleculares. Fatores intrinsecos, que estdo relacionados ao
organismo do individuo, como envelhecimento, obesidade, diabetes, hipertensdo e
desequilibrio hormonal (estrogénio e testosterona) podem reduzir a capacidade de regeneragao
e aresposta imune (JAIN, et al., 2024; CHOLLETI, et al., 2020). Fatores extrinsecos, que estao
associados ao ambiente ou a habitos do individuo, incluem o tabagismo, exposi¢do a infecgdes,
uso de farmacos (corticoides ou imunossupressores) e estresse oxidativo, podem induzir dano
celular e intensificar a resposta inflamatoria, prejudicando a cicatrizacdo (MARQUES, et

al.2023).

O microambiente do processo cicatricial na transi¢do da fase inflamatoria para a fase
proliferativa ¢ um fator determinante para o sucesso da cicatrizagao de feridas, e ¢ determinado,
principalmente, pelos macréfagos (GAO, et al., 2023). A fase inflamatoria inicial ¢ essencial
para a prevencao e o controle de possiveis microrganismos invasores. No entanto, o
prolongamento e exacerbacdo dessa etapa pode gerar um ambiente toxico para a regeneracao
tecidual. Macrofagos e neutrofilos, classicamente ativados, podem produzir citocinas TNF-a,
IL-1B e IL-6, além de espécies reativas de oxigénio (ROS) de maneira exagerada e
retroalimentarem o microambiente inflamatério créonico (WOO, et al, 2024

VARDAKOSTAS, et al., 2025; CIOCE, et al., 2024).

A progressdo para a fase de proliferacdo e remodelagdo tecidual ¢ orquestrada,
principalmente por macrofagos alternativamente ativados e linfocitos Th2 que liberam citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-f, bem como de fatores de crescimento, como VEGF e

IGF-1, para promover a resolu¢do da inflamacdo e o reparo tecidual. No entanto, a ativacao
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exagerada dessa dindmica imunoldgica, bem como a expressdo defeituosa das
metaloproteinases da matriz (MMPs) pode causar a deposicdo desordenada da matriz
extracelular, levando a formacao de cicatrizes hipertroficas e queldides (VARDAKOSTAS, et
al., 2025; CIOCE, et al., 2024).

2.5 Modelos experimentais para o estudo da cicatrizacio

Atualmente, ha diversas opg¢des para o estudo da cicatrizagdo, compreendendo
abordagens in vivo, in vitro, ex vivo e in silico. Em cada uma, ha aplicac¢des especificas para a
investigacdo dos mecanismos e testes de terapias promissoras, dependendo do tipo de estudo,

do tipo de ferida e da fase da cicatrizagdo, nao havendo, portanto, um modelo superior ao outro

(MASSON-MEYERS, et al., 2020).

2.5.1 Modelos in vivo

Os modelos in vivo utilizam animais, como camundongos (BALB/c e C57BL/6), ratos
(Wistar e Sprague-Dawley), coelhos (New Zealand White) e porcos (Mini-pig € Yorkshire) para
estudar a cicatrizagdo por primeira ou segunda intengdo (PARNELL; VOLK, 2019). A
cicatrizagdo por primeira inten¢do ¢ o processo sem perda de tecido, semelhantes a incisdes
cirirgicas, cuja as bordas sdo aproximadas por suturas. Dessa forma, o exemplo menos
complicado de reparacdo de feridas, com uma menor perda de células epiteliais e do tecido
conjuntivo, preservando todo o arcabouco tecidual, incluindo matriz extracelular, células
produtoras de colageno e fatores de crescimento. Quando ha unido imediata das bordas da ferida
€ manutencao asséptica, a cicatriz evolui em 4 a 10 dias de forma linear (GOULETSOU et al.,

2024).

A cicatrizacao por segunda intencao ocorre quando hé a perda de todas as camadas da
pele, incluindo a epiderme, derme e camada subcutanea e suas bordas ndo sdo suturadas. Esse
processo se contrasta marcadamente com o que ocorre com as incisdes, pois neste caso, o
objetivo ¢ preencher a extensa perda tecidual. O processo de reparo ¢, portanto, mais complexo,
podendo durar dias a meses e ¢ marcado pela producdao de densas quantidades de tecido de
granulacdo. Nesse modelo, ¢ possivel avaliar a complexidade das fases da cicatrizagao:
hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelamento, oferecendo um estudo mais dinamico e

detalhado (WONG, et al.,2022).
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2.5.2 Modelos in vitro

Os modelos in vitro sao baseados em culturas celulares, como (Fibroblastos dérmicos
humanos primarios (HDFs), 1.929 (fibroblastos murinos), HaCaT (queratindcitos humanos
imortalizados), HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), RAW 264.7 (macréfagos
murinos), THP-1 (mondcitos humanos), além dos modelos tridimensionais (3D) de pele, o
Human skin equivalents (HSEs), que € uma pele reconstruida in vitro com muitos tipos celulares
(fibroblastos, queratinocitos, melanocitos e/ou células endoteliais), havendo, ou nao, matriz

extracelular produzida in situ ou com suportes sintéticos (HOFMANN et al., 2023).

Os ensaios podem compreender modelos de cicatrizacdo (scratch assay), proliferacao
celular (MTT, resarzurina, SRB, XTT ou BrdU), producdo de matriz extracelular (ELISA ou
Imunofluorescéncia), producao de citocinas (IL-1B, TNF-a, IL-10, via ELISA ou RT-qPCR) e
ensaios de estresse oxidativo (mensuragdo de Espécies Reativas de Oxigénio ou expressao de
enzimas antioxidantes (Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa redutase
(GR)). Estes modelos sdo vantajosos por reduzir o uso de animais, aumentando a relevancia
translacional, bem como sao uteis para investigar mecanismos moleculares (SARIAN et al.,

2023).

2.5.3 Modelos ex vivo

Os modelos ex vivo utilizam tecidos ou fragmentos de 6rgdos (explantes de pele humana
ou animal cultivados em camaras de interface ar-liquido) mantidos em condigdes controladas
fora do organismo (meios de cultura enriquecidos, controle de temperatura, umidade e CO»),
preservando parcialmente a arquitetura tridimensional da pele. Com isso, ¢ possivel investigar
a angiogénese atrelada a reepitelizagcdo, bem como diferencas fisiopatoldgicas na cicatrizagao

por primeira ou segunda intengao (RAKITA et al., 2020).

2.5.4 Modelos in silico

Os modelos in silico sao ferramentas que empregam simulagdes computacionais
avangadas que objetivam prever respostas terap€uticas testando virtualmente biomateriais ou
farmacos, sendo possivel avaliar inflamagdo, proliferacao celular, remodelagdo da matriz

extracelular e angiogénese, por exemplo. Além disso, € possivel integrar dados experimentais
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dos diversos modelos in vivo, in vitro e ex vivo, oferecendo uma analise sistémica e preditiva

das respostas bioldgicas (UD-DIN; BAYAT, 2017).

2.6 Tratamentos disponiveis para a cicatrizaciao de feridas

O tratamento de feridas pode ocorrer por métodos tradicionais, terapias inovadoras e a
integracdo das diferentes abordagens. Os curativos convencionais sao feitos utilizando ataduras,
algoddes, gazes e pomadas contendo prata (NEGUT, et al., 2018). Inicialmente, realiza-se a
limpeza do local lesionado utilizando solu¢des antissépticas como acido hipocloroso,
clorexidina ou hipoclorito de s6dio e em seguida, o curativo ¢ depositado. O objetivo € absorver
o exsudato das feridas e manté-las secas como forma de prevenir a invasao de bactérias no local
da ferida. No entanto, pesquisas recentes demonstraram que, na verdade, ¢ um ambiente imido
que favorece o processo de cicatrizagdo. Ainda assim, somente o curativo ndo ¢ suficiente para

intensificar o processo de cicatrizagao (KOLIMI, et al.,, 2022).

O mercado farmacéutico atual oferece inumeros produtos tecnoldgicos para a
cicatrizagdo de feridas e representa, atualmente, uma industria multibiliondria em todo o
mundo. Ha a venda e o desenvolvimento de curativos de diferentes tipos de materiais e objetivos
especificos de tratamento que dependem do tipo de ferida (MURRAY et al., 2019). Com o
objetivo de estimular uma resposta celular local, hd varios produtos inovadores, como
hidrogéis, espumas, hidrocoloides (carboximetilcelulose), alginato, colageno, celulose, algodao
e filmes para tratar feridas e queimaduras (KOLIMI ef al., 2022). Porém, esses produtos sdo em
geral de alto custo e, portanto, indisponiveis para a maioria das pessoas que precisam desses

recursos.

2.7 Bioprospeccao de ativos cicatrizantes

O Brasil detém em torno de 15 a 20% da biodiversidade total do mundo dividida em
seis biomas: Amazdnia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e Pampa. Sdo cerca de
46.975 espécies de vegetais catalogadas, incluindo algas, fungos e plantas, no entanto, apenas
1.100 foram avaliadas e determinadas suas propriedades medicinais e 8% estdo sendo estudadas

para a pesquisa de compostos bioativos (GOMES-DA-SILVA et al., 2022).

As descobertas cientificas e avangos tecnoldgicos envolvendo ativos vegetais vém se
intensificando nos ultimos anos. Ressalta-se que a maioria se origina de estudos

etnofarmacolégicos, que consideram o conhecimento da medicina popular tradicional que foi
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passado entre as geragdes. Esse conhecimento impulsionou o desenvolvimento de protétipos de
farmacos convencionais e medicamentos fitoterapicos (MICKE; BUNTZEL, 2021). A
continuidade dessas pesquisas envolve testes para a comprovacdo da seguranga, eficicia e
qualidade dos medicamentos produzidos a partir de plantas medicinais, bem como a pesquisa

por novos ativos com propriedades medicinais.

Muitas plantas medicinais t€ém ganhado destaque na cicatrizagdo de feridas, como:
Aesculus hippocastanum (Castanha-da-india), Anacardium occidentale (Cajueiro), Arctium
lappa (Bardana), Calendula officinalis (Caléndula), Casaelpinia férrea (Pau-ferro), Casearia
sylvestris (Guagatonga), entre outras nativas da regido Nordeste, como a Aloe Vera (Babosa) e
o Symphytum officinale (Confrei), que estao dentre as plantas que compdem a lista proposta
pela RENISUS (BRASIL, 2010; BUENO et al., 2016). Achados pré-histdricos, descrevem
plantas medicinais utilizadas para o tratamento de feridas na forma de emplastros naturais para
estancar hemorragias e acelerar a cicatrizagdo. Muitos desses macerados eram também

ingeridas, objetivando um efeito sistémico (PIRIZ et al., 2014).

Atualmente, o foco das pesquisas na area de reparo tecidual no Brasil ¢ o
desenvolvimento de curativos e formas farmacéuticas menos onerosas de igual ou superior
eficacia, para aumentar a acessibilidade e atender a real demanda por esses recursos,
principalmente no Sistema Unico de Saude (SUS) (SCHILRREFF et al.,2022). A modulagdo
dos processos inflamatorios € o principal alvo e, somado a isso, ¢ importante que esses produtos
sejam biocompativeis e biodegraddveis para fornecerem condigdes ideais para a cicatrizagdo de

feridas e melhorarem a qualidade de vida dos pacientes acometidos (CAO et al., 2024).
2.8 Lectinas Vegetais

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam a oligossacarideos de superficie
celular com especificidade, reversibilidade e sem alterar sua estrutura (BARBOSA et al.,
2021b). Elas foram encontradas em 1888 por Stillmark em sementes de mamona (Ricinus
communis) e o termo, derivado do latim - 'Legree' = escolher ou selecionar, surgiu em 1954 por
um grupo de pesquisadores liderados por Boyd. Pesquisas recentes ja identificaram lectinas em
outros seres vivos, como microorganismos ¢ humanos (KOMATH; KAVITHA; SWAMY, et
al., 2006). Com origem ndo imune ¢ pelo menos um dominio de ligacdo nao catalitico, a

afinidade com carboidratos permite que elas se liguem a glicoconjugados na superficie celular
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e sejam capazes de promover aglutinagdo celular, reconhecimento ou modulacdo de

informacdes (SILVA et al., 2023).

As lectinas podem ser encontradas em uma variedade de fontes, incluindo plantas,
animais ¢ micro-organismos. Na natureza, sdo produzidas por muitas espécies de plantas,
incluindo leguminosas (como feijoes, lentilhas e ervilhas), cereais (como trigo, arroz ¢ milho)
e frutas (como bananas e magas). Também sdo encontradas em animais, incluindo peixes,
moluscos e mamiferos, onde desempenham papéis importantes na adesdo celular,
reconhecimento imunologico e outras fungdes biologicas. Além disso, podem ser produzidas
por micro-organismos, como bactérias e fungos e desempenhar papéis na patogenicidade e na

interacao com o hospedeiro (KUMAR et al., 2012).

Em plantas e, dependendo da espécie, as lectinas podem ser encontradas nas sementes,
especificamente no endosperma, nas raizes, no cortex e no meristema. Nas folhas, podem ser
encontradas em células especializadas chamadas células glandulares, e nas frutas podem ser
identificadas na polpa e na casca (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Nas células dessas
regides, as lectinas sdo encontradas principalmente em corpos proteicos, que estdo estruturas

relacionados aos lisossomos (GABIUS, 2001).

As fungdes biologicas mais importantes incluem a defesa contra patdégenos, regulagao
do crescimento e desenvolvimento e interagdes com simbiontes. Por exemplo, algumas lectinas
em plantas tém atividade antifungica e antibacteriana, ajudando na defesa contra infec¢des por
patdgenos. Outras lectinas estdo envolvidas na regulacdo do crescimento e desenvolvimento da
planta, incluindo a germinagao de sementes e o desenvolvimento de raizes e folhas. Além disso,
também podem desempenhar um papel importante nas interacdes simbidticas com
microrganismos benéficos, como bactérias fixadoras de nitrogénio e micorrizas (KUMAR et

al., 2012).

Em humanos, as lectinas enddgenas assumem um importante papel na ativacdo do
sistema imune, ao funcionarem como sensores ¢ ativadores do sistema complemento por meio
da via das lectinas, juntamente com a via cldssica e alternativa. Dessa forma, a lectina ligadora
de manose (MBL), as colectinas e as ficolinas sdo capazes de reconhecer padrdes em patdgenos
(residuos de manose e N-acetilglicosamina). ou células danificadas, formarem complexos com
serinaproteases associadas 8 MBL (MASPs) e essa conjungao lectina-MASP ativa uma cascata

proteolitica que leva a clivagem das proteinas do sistema complemento resultando em
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inflamacao, opsonizagao e lise celular. Dessa forma, as lectinas endogenas sdo cruciais para a

imunidade inata e regulacao da inflamagdao (SMOLNIKOVA; TERESHCHENKO, 2022).

Considera-se que os requisitos para categorizar uma proteina como lectina sdo: A
presenga de um dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD); ndo ser um produto do
sistema imune, como anticorpos; € ndo modificar o carboidrato ligado (SILVA et al., 2023).
Dessa forma, as lectinas tém varias classificagdes, podendo ser com base na especificidade de
ligagdo de carboidratos: glicose/manose, galactose e N-acetilgalactosamina, L-fucose e 4cidos
sidlicos; na estrutura e sequéncia de aminoacidos, considerando as semelhancgas estruturais e
funcionais; na origem em plantas, se ¢ de animais ou micro-organismos ou na funcao biologica,
como adesao celular, reconhecimento imunolédgico, patogenicidade e outras (MISHRA et al.,

2019).

A aplicabilidade das lectinas inclui diagndsticos de doengas, identificacdo e
caracterizacdo de cepas de microrganismos, inibicdo de crescimento bacteriano e viral
(LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017), atividade
antifingica (BRUSTEIN et al., 2012), atividades inibidoras da transcriptase reversa do HIV-1
(LAM & NG, 2010; LAGARDA-DIAZ et al., 2017), anticancer (BHUTIA et al., 2019)
propriedades anti-inflamatorias (GUO, WEI Y1 et al., 2017).

Tendo como base a habilidade de interacdo com carboidratos, essas macromoléculas
estdo relacionadas com o bioreconhecimento e podem atuar como moléculas pro-cicatrizantes
em processos de reepitelizacdo e reestruturacao das camadas da pele (DOS SANTOS SILVA
et al., 2019). Essa capacidade das lectinas de detectar carboidratos em solugdes e superficies
celulares permite a sinalizacdo de células e mediadores inflamatdrios responsaveis pela

regeneragao do tecido epitelial (DE SOUSA et al., 2019b; KIM, YEON JUNG et al., 2020b).

As lectinas tém sido alvo de diversos estudos voltados para o processo de cicatrizagao
tecidual de feridas cutaneas por sua capacidade de sinalizar células e mediadores envolvidos na
resposta inflamatdria responsaveis pela regeneracao do tecido epitelial através do recrutamento
de neutréfilos (DE SOUSA et al., 2019b; GONZAGA, 2011), proliferagdo de fibroblastos
(GONZAGA et al., 2011), secrecao de TGF- f e VEGF (KIM, YEON JUNG et al., 2020b) e
da producdo da metaloproteinase-9 (MMP-9) (BRUSTEIN et al., 2012), se tornando uma
ferramenta promissora na cura e tratamento de feridas cutaneas cirargicas, ulcerativas e até

mesmo imunolédgico por queimaduras.
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2.9 Género Artocarpus

O género Artocarpus pertence a familia Moraceae e esta distribuido em regides tropicais
e subtropicais da Asia, Pacifico e América do sul. Compreende cerca de 60 espécies de arvores
e arbustos, com aplicagdes nutricionais, ecologicas, medicinais e econdmicas (PERTIWI, et al.,
2023). As arvores desse género sdo de grande porte, com folhas grandes e coriaceas e os seus
frutos crescem diretamento do tronco, €, como exemplo, podem ser citadas diversas espécies,
como Artocarpus heterophyllus (jaca), Artocarpus altilis (fruto-pdo), Artocarpus hirsutus,
Artocarpus lakoocha, Artocarpus camansi, Artocarpus odoratissimus (marang) e Artocarpus

elasticus (SAHU, et al., 2019).

As plantas do género Artocarpus sdo fontes de bioativos, incluindo lectinas com
propriedades terapéuticas e aplicacdes biotecnologicas, demonstrando atividades
antimicrobianas, antiproliferativas e imunomoduladoras, a depender do tipo de interagdo com
receptores celulares (S.; KARIGAR; MURTHY, 2020). A. integrifolia e A. altilis demostraram
atividade antifingica contra Fusarium moniliforme € Saccharomyces cerevisiae (TRINDADE,
et al., 2006), A. integrifolia foi capaz de estimular seletivamente linfécitos T ¢ B humanos,

indicando um potencial para aplicagdes em imunoterapia (BUNN-MORENO, et al., 1981).

Em sementes de A. integrifolia (jaca), foram isoladas duas lectinas, a Jacalina e
Artocarpina. A Jacalina desperta especial interesse como ferramenta biotecnologica por ser
ligante do anticorpo Ig- A, linfocito CD-4 e de células tumorais. A Artocarpina € potente
estimuladora do sistema imune (COLTRI et al., 2008; PANUNTO-CASTELO et al., 2001),
além de apresentar potencial para aplicacdes em cicatrizagdo de feridas (CHAHUD et al.,

2009).

Lectinas do latex de A. altilis apresentaram propriedades antiproliferativas,
antimigratdrias, nematicidas e inseticidas (BORAIAH, et al., 2023). AHL, uma lectina da
espécie A. hypargyreus induziu apoptose e inibiu a proliferagdo celular por meio da ativagao
das vias de sinalizagdo p38 e ERK (LUO, ef al, 2021). Uma lectina recém identificada da
espécie A. hypargyreus Hance foi capaz de induzir uma resposta Thl e producao de oxido
nitrico em linfocitos periféricos humanos e macréfagos peritoneais de ratos (ZENG, et al.,

2019).

2.10 Artocarpus altilis
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Da familia Moraceae, a Artocarpus altilis, (Figura 4) popularmente conhecida como
fruta-pdo, é uma arvore encontrada nas regides tropicais e subtropicais. E intimamente
relacionada com outras espécies do género, tais como Artocarpus heterophyllus (jaca) e
Artocarpus integrifélia. E caracterizada por atingir até 20 metros de altura ¢ possuir uma copa
ampla, com folhas lobadas que podem medir at¢ 60 cm de comprimento. Seus frutos sdao
grandes, ovais ou redondos, possuem uma casca rugosa ¢ polpa amilicea. E uma planta

adaptavel a varios tipos de solo e reconhecida pela sua resisténcia perene (LATHIFF, et al.,

2021).

A fruta-pao € uma planta versatil, utilizada para fabricar moveis, barcos e utensilios
domésticos. Além disso, também pode ser fonte de alimento e matéria-prima para muitas
culturas, em que seus frutos sdo consumidos cozidos, fritos ou assados. Suas sementes também
sdo comestiveis e suas folhas e raizes sdo utilizadas na medicina popular para tratar
inflamacdes, febres, diabetes e problemas cutaneos. Esses efeitos podem estar associados ao
alto teor de compostos fendlicos, incluindo flavonoides e esrilbenoides, que sdo metabdlitos

secundarios anti-inflamatdrios e antiocidantes (JAGTAP, et al., 2010).

Figura 4 - Artocarpus altilis (fruta-pao)
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Fonte: “Adaptado de DE SUSA (2017)

As sementes de A. altilis possuem uma composic¢ao diversa de lectinas. A frutalina ¢ a
mais abundante e interage preferencialmente a a-D-galactose e uma molécula quimiotatica

potente para neutr6filos humanos, estimuladora de linfocitos humanos, efeitos citotoxicos sobre
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células tumorais, atividade cicatrizante em modelos in vitro ¢ in vivo e indugao da ativacao do
receptor TLR4, importante estimulo da resposta imune inata. H4 também a frutapina, em menor
quantidade e a frutackina, ainda pouco explorada (CAMPANA et al., 2002; DE SOUSA et al.,
2019b; OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014).

2.11 Frutapina

A frutapina (FTP) ¢ uma lectina que se liga especificamente a residuos de glicose e
manose através de um dominio de reconhecimento de carboidratos (CDR) dependente de célcio
(Figura 5). E importante ressaltar que, mesmo a frutalina e a frutapina compartilhando a
origem, a especificidade dos carboidratos de ligacdo diferentes pode resultar em atividades
biologicas distintas. Em comparacao, a frutapina ¢ a segunda lectina mais presente, mas em

quantidades insuficientes para a analise da sua atividade bioldgica. (DE SOUSA et al., 2017).

Estruturalmente, a frutapina ¢ composta por mondémeros de, aproximadamente 14kD,
podendo se organizar em dimeros ou tetrameros, dependendo das condigdes ambientais, como
pH, forca idnica e presenca de ligantes. Andlises revelaram que Cristais de apo-FTP, FTP-
manose e FTP-glicose foram obtidos com difragdo de 1,58 A, 1,70 A e 1,60 A, respectivamente,
sendo a interagdo metalo-dependente. H4 um dominio B-prisma I, comumente encontrado em
lectinas da familia Jacalina, com sitios de ligacao para carboidratos nos residuos Asp139 e
Aspl42. A FTP aglutina eritrécitos em concentragdes minimas de 62,5 pg/mL e ¢ inibida,
preferencialmente, por manose (6,25mM), obtendo menor desvio conformacional em
compara¢do com a glicose (100mM), além disso, a FTP interage mais intensamente com a
manose (3,5 ligagdes de hidrogénio), do que com a glicose (3,0 ligacdoes de hidrogénio)
sugerindo que a frutapina tem mais afinidade por manose do que por glicose, reforcando sua

seletividade bioquimica (DE SOUSA et al., 2017).
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Figura 5 - Sitios de ligacao a manose ¢ a glicose

Fonte: DE SOUSA (2017)

Apesar da analogia estrutural da frutapina (FTP) com as outras lectinas do género
Artocarpus, principalmente com a Artocarpina, poucos estudos tém sido realizados com esta
lectina devido ao seu baixo rendimento e laborioso processo de isolamento. Assim, De Sousa e
colaboradores (2017) otimizaram a producdo da frutapina recombinante em Escherichia coli,
com alto rendimento (>40mg de frutapina/L de cultura) e preservagao da funcionalidade pela
demonstracdo do efeito desta em estimular a migracao de fibroblastos (3T3) em ensaios de
cicatrizacdo in vitro (Scratch wound), e, ainda, apresentar efeito modulador do sistema imune,
interagir com o receptor toll-like 4 e aumentar a producdo de IL-6 em fibroblastos de pele
humana. Essas caracteristicas indicam um possivel efeito de ativagdo do sistema imune,
promog¢do da opsonofagocitose, bem como reconhecimento e aglutinacdo de patdgenos

(SILVA, et al., 2019).

A producdo recombinante da frutapina abre possibilidades para a realizagdo de mais
pesquisas mais detalhadas sobre suas propriedades biologicas, permitindo a investigagdo

profunda dos mecanismos de interacao e modulacao celular. Dessa forma, somando os efeitos
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ja reportados as funcionalidades das lectinas, € possivel credenciar a Frutapina como molécula
com potencial cicatrizante a ser investigado em estudos pré-clinicos visando futuras aplicagao

biomédica.

2.12 Xiloglucanas

Xiloglucanas sdao polissacarideos de alto peso molecular derivados das sementes de
Tamarindus indica Linn., da familia Leguminosae. Sua estrutura compreende uma cadeia
principal de glucana com quatro unidades de glicose ligadas por B(1 — 4), substituidas por trés
unidades de xilose ligadas por (1 — 6), que podem ser substituidas por galactose ligada por
B(1 — 2) (quando x =1 e y = 1) e, em alguns casos, adicionalmente por arabinose ou fucose
(Figura 6) com cadeias laterais de xilose e galactose, conferindo-lhe caracteristicas fisico-

quimicas como a capacidade de formacao de géis e mucoadesdao (RODRIGUES et al., 2018).

Figura 6 - Unidades de glicose das Xiloglucanas

Galactose

HO

Glucose

Xylose

Fonte: KULKARNI, et al., 2017

As principais caracteristicas da xiloglucana incluem biocompatibilidade e
biodegradabilidade, tornando-a uma alternativa sustentavel em relacdo a polimeros sintéticos
(KULKARNTI et al., 2017). Além disso, cita-se a possibilidade de modifica¢des em sua estrutura
quimica, permitindo que as xiloglucanas sejam candidatos promissores para sistemas de
liberacdo de farmacos. Acresga-se a isso, a possibilidade de formar géis em condi¢des

fisiologicas, € util para a liberagao controlada de medicamentos (KULKARNI ez al., 2017).
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Estudos anteriores relataram o potencial das xiloglucanas como hidrogéis para a entrega
de farmacos no cérebro (NISBET, et al., 2010), como protetor gastrico mucoadesivo para tratar
enterites (VASSILIA, et al., 2023), para atenuagdo da inflamagdo na retocolite ulcerativa
(PERIASAMY et al, 2018) e, como biomembrana em modelos de feridas cutaneas em
camundongos diabéticos (ANDRADE et al, 2021) e como curativos nanoestruturados
(SOUZA, et al., 2021). Dessa forma, o estudo de Biomembrana de xiloglucana permite a
exploragdo e avaliacdo deste recurso, podendo responder lacunas cientificas ainda ndo

exploradas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial cicatrizante da rFTP em culturas celulares e em um modelo de

feridas excisionais em camundongos BALB/c sob a forma de Biomembranas de Xiloglucana.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito da rFTP sobre a viabilidade celular de fibroblastos murinos (1.929),
queratindcitos humanos (HaCaT) e macréfagos murinos (RAW 264.7);

e Determinar os niveis de nitrito em culturas de macroéfagos murinos (RAW 264.7)
tratados com rFTP pelo método de Griess;

e Determinar os niveis de TNF-a, IL-1p, IL-6 ¢ IL-10 (ELISA) em macrofagos (RAW
264.7) tratados com rFTP;

e Avaliar o efeito topico do tratamento com as biomembranas de Xiloglucana contendo a
proteina recombinante (rFTP) em feridas excisionais em camundongos BALB/c por
meio dos parametros: taxa de contragdo da lesdo, presenca de hiperemia e edema,;

e Realizar a andlise histoldgica do tecido lesionado por meio da avaliagdo do quadro

inflamatorio;

e Realizar a dosagem de mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1B e IL-6 e IL-10) do

tecido lesionado na fase inflamatodria e proliferativa da cicatrizagao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Expressao da rFTP em cepas de Escherichia coli BL21(DE3)
4.1.1 Expressao da rFTP

As bactérias E. coli (BL21(DE3)) que expressam a FTP, contendo o vetor pET28a/rFTP
e que expressam a enzima ULP1, contendo o vetor de clivagem pET SUMO foram cedidos pelo
NUBEX-UNIFOR. Apoés descongeladas, as cepas foram cultivadas em meio LB (Luria-
Bertani) suplementado com Kanamicin (50 pg/mL) a 37°C até que a densidade optica (OD) a
600 nm atingisse entre 0,4 ¢ 0,6. Com isso, a expressao da rFTP foi induzida pela adi¢ao do
IPTG 0,3 mM (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo), a uma temperatura de 20 °C, com
agitacdo a 130 rpm, por 16 horas (DE SOUSA et al., 2017).

4.1.2 Purificacdo da rFTP por Cromatografia de afinidade por ions metdalicos (IMAC)

A proteina SUMO-FTP foi isolada a partir do lisado celular obtido em um processador
ultrassonico (modelo UP100H) em ciclos de 60 segundos com amplitude de 60% com tampao
para a lise (Lisozima 0,2 mg/mL com inibidor de protease e Tween 80 1%) e todo o processo
ocorreu em banho de gelo. O isolamento ocorreu em um sistema de cromatografia de troca
ionica — AKTA (Fast Protein Liquid Chromatography) uma coluna HisTrap HP (niquel-
sefarose), que permite a captura de proteinas recombinantes fusionadas a uma tag de histidina.
A elui¢do foi conduzida com Imidazol 300mM. Depois disso, o complexo foi coletado no pico
2 e, em seguida, foi dializado e incubado por 16 horas com a protease especifica Ubl (ULP1),
na proporg¢ao (40:1 — SUMO-FTP:ULP1) para remover a tag SUMO. Em seguida, a solugao foi
submetida novamente a corrida e coletado o pico 1, com a rFTP isolada, sendo o pico 2 a fragdo

retida contendo a calda SUMO e a ULP1 (DE SOUSA et al., 2017).
4.1.3 Avaliacio da pureza da rFTP por eletroforese (SDS-PAGE)

Apo6s a purificagdo, a pureza da rFTP foi verificada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE), sob condic¢des redutoras e considerando o padrao de peso
molecular Pierce™ Unstained Protein MW Marker. Foram aplicados 10 pg de cada amostra,
previamente quantificadas pelo método BCA (Acido bicinconinico), que reage com os ions

cupricos (Cu'") reduzidos pelas proteinas, formando um complexo violeta que pode ser
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mensurado por espectrofotometria (562nm). Em seguida, cada aliquota foi incubada com
tampao de amostra SDS e submetida a banho seco a 100°C por 5 minutos. A corrida foi realizada
com voltagem constante de 120V. Em seguida, o gel foi corado com azul de Coomassie para a

visualizacdo das bandas protéicas (HWANG et al., 2018).
4.1.4 Avaliacdo da atividade hemaglutinante da r-Frutapina

O ensaio de hemaglutina¢do ¢ amplamente utilizado para avaliar a atividade biologica
de lectinas devido a sua capacidade de se ligar especificamente a carboidratos de membranas
celulares e causar aglutinagdo (GULZAR et al., 2021). Em placas de 96 pocos U-bottom, a
rFTP foi incubada em dilui¢des seriadas (1 a 0,00098 mg/mL) com hemadcias de coelho lavadas
e ressuspensas a 2% em PBS por 1 hora a 37°C. A hemaglutinacdo foi verificada visualmente
e considerada positiva quando o liquido se tornava turvo com pequenos aglomerados e negativa
quando as hemadcias permaneceram na forma de sedimento no fundo do pogo e suspendiam
uniformemente quando se agitava a placa. A concentragdo minima ativa foi determinada pela

concentracdo na qual considerou-se a menor diluigdo em que a aglutinagdo foi observada.
4.2 Ensaios in vitro
4.2.1 Condicoes de cultivo das linhagens celulares

As linhagens de Macrofagos murinos (RAW 264.7), Fibroblastos murinos (L929) e
Queratindcitos humanos (HaCaT) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro® e
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco® - Thermo
Fisher Scientific®) e 1% de antibidtico (100 Ul/ml de Penicilina/estreptomicina 100 pg/mL)
(Sigma®) em estufa de a 37°C em incubadora com 95% de umidade e 5% de CO.. O
crescimento celular foi observado em um microscopio invertido de contraste de fase. A
manutengao foi realizada duas vezes por semana em camara de fluxo laminar vertical com nivel
de biosseguranca II, removendo as células RAW 264.7 de maneira mecanica e HaCaT e .929

utilizando tripsina-EDTA 0,05% da garrafa (Kasvi, 75 c¢cm 2, volume de 250 mL), quando

atingida a confluéncia de 60 — 70 %.
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4.2.2 Ensaio de viabilidade da rFTP em linhagens celulares

O ensaio da resazurina (Alamar Blue) ¢ amplamente utilizado para avaliar a viabilidade
celular e fundamenta-se na capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem a
resazurina em resorufina, um composto fluorescente por meio de enzimas mitocondriais que
transferem elétrons de NADPH + H + para a resarzurina (PETITI; REVEL; DIVIETO, 2024).
A determinagdo da viabilidade celular induzida pela rFTP foi avaliada em RAW 264.7,1.929 e
HaCaT (2x10* células/mL) em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de crescimento celular, foram
adicionadas diferentes concentracdes de rFTP (1,000 — 0,001 mg/mL) por 24 e 48h, sendo
observado o tempo de 72h somente nos macrofagos. Foi considerado controle (CTRL) o grupo
somente com o meio de cultivo. Apds o tempo de incubagdo, foi adicionado o corante (0,15
mg/mL) e incubado 5% CO; a 37°C por no minimo lh. As placas foram lidas em um leitor de
microplacas (BioTek Synergy HT®), utilizando comprimento de onda de excitagdo a 530-560
nm e emissdo de 590nm. Os resultados da viabilidade foram expressos como percentual de

viabilidade celular, determinado através da formula:

Abs da amostra

Viabilidade (%) = ( )x100.

Abs do grupo controle DMEM
4.2.3 Avaliacio do efeito da rFTP sobre a liberacdo de oxido nitrico por macrofagos

estimulados ou ndo por LPS

A quantificacio de Oxido Nitrico ocorreu de maneira indireta, considerando o método
de Griess, no qual mede-se a quantidade de nitritos (NO2"), um produto estavel da oxidagao do
6xido nitrico em solugdes aquosas (SCHMOLZ; WALLERT; LORKOWSKI, 2017). O LPS
estd presente na membrana celular de bactérias Gram-negativas e experimentalmente ¢ utilizado
para induzir respostas inflamatérias (ZHANG, et al., 2024). Assim, a linhagem RAW 264.7 foi
plaqueada com uma populagao de 5x10° células/mL em uma placa de 12 pogos, com os
seguintes grupos experimentais: DMEM 10%, rFTP 50 e 100ug/mL estimulados ou ndo com
LPS 1pg/mL por 24h. Em seguida, 50uL as amostras foram incubadas por 10 minutos a 37°C
com 50pL do reagente de Griess (1:1:1:1 - Acido fosforico 5%, Sulfonilamida 1% em 4cido
fosforico 5%, N-(I-naftil)etilenodiamina (NEED) 0,1%, e Agua Milli-Q) e lidas em
espectrofotometro com a absorbancia medida a 540nm. Para a quantificagdo, considerou-se
uma curva padrdo de nitrito de sédio (0-100 uM) e os dados foram normalizados em

porcentagem, utilizando as absorbancias do grupo controle negativo DMEM 10% SBF como
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baseline e as absorbancias do grupo controle positivo LPS 1 pg/mL como 100% da producao

de NO.

4.2.4 Avaliacdo do efeito da rFTP sobre a liberacdo de citocinas TNF-a, IL-10, IL-1f e IL-

6 por macrofagos estimulados ou ndo por LPS

Em placas de alta ligacao foram incubados anticorpos murinos de captura: anti-TNF-a,
anti-IL-1B, anti-IL-10 e anti IL-6. (kits da R&D systems®: Cat. No DY410, DY401, DY406 e
DY417, respectivamente) por 12 horas a 4°C. Em seguida, os sitios ndo especificos foram
bloqueados com BSA 1% por 1 hora em temperatura ambiente. Depois disso, incluiu-se o
sobrenadante proveniente do cultivo celular tratados com rFTP 50pg/mL (com e sem LPS) por
2 horas a 4°C. Os anticorpos murinos de detec¢do TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 foram adicionados
as placas e incubados por mais 2 horas a 4°C. Entdo, adicionou-se 100uL do complexo diluido
de HRP-streptavidina por 20 minutos em temperatura abiente com as placas protegidas da luz
a partir desta etapa. Entre cada etapa realizou-se a lavagem das placas trés vezes com solugdo
tamponada de PBS com 0,05% de Tween 20. Acrescentou-se o substrato A+B (1:1) e,
interrompeu-se a reagdo enzimatica com 50 pL de 4cido sulftrico 2N (H2SO4). A leitura
ocorreu em um espectofotometro no comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram
expressos em picograma de citocinas/mL de sobrenadante, sendo a concentracdo das amostras
obtidas a partir de uma curva padrao de cada citocina com 8 concentragdes seriadas, partindo

de 4000 pg/mL para TNF-a, IL-10 e 2000 pg/mL para IL-1 e IL-6.
4.3 Ensaio in vivo
4.3.1 Producdio das Biomembranas

O polimero de xiloglucana foi obtido a partir de uma solucdo de xiloglucana 2% (m/m),
glicerol 2% (m/m) e cetrimida 0,1% (m/m) com o auxilio de um homogeneizador por 10 min a
18 000 rpm. Em seguida, as biomembranas foram produzidas contendo ou nao a rFTP (0,1, 0,5
e 1,0 mg de Frutapina/g da solugdo de xiloglucana). As solu¢des foram entdo centrifugadas por
30 min a 10 000 xg e 4 °C, para remocao de materiais insoluveis. Apds esse procedimento, as
solucdes foram distribuidas em placas de 24 pocos (1 g/pogo) e liofilizadas sob rampas de
temperatura e pressao obtendo-se materiais mais uniformes. Para assegurar que a lectina teve

sua atividade preservada apds manipulacdo das formulacdes, foi feito um teste de
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hemaglutinagdo com a Biomembrana de xiloglucana/rFTP solubilizado em 10 mL de solucao
salina. Antes da aplicacdo nos animais, a biomembrana foi irradiada com luz UV durante 15

minutos.
4.3.2 Animais

Foram utilizados 90 camundongos (Mus musculos) da linhagem (BALB/c) machos e
fémeas com idade de 10 semanas, pesando entre 30-36g cedidos pelo biotério da Universidade
de Fortaleza (UNIFOR) e mantidos no Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX) onde
ocorreram todos os protocolos in vivo de acordo com o parecer n° 3188081121. Os animais
foram mantidos em ciclo claro/escuro, com temperatura (23 + 2°C) e umidade (55 + 10%)
controlados, bem como fornecimento de racao e agua at libitium. Os animais permaneceram

em grupo (5-6 animais/gaiola) até o dia do protocolo experimental.
4.3.3 Processo cirurgico para a inducdo das feridas excisionais

Os animais foram randomizados e em seguida, anestesiados com cloridrato de xilazina
2% (10mg/kg) associado ao cloridrato de cetamina 10% (100mg/Kg), por via intraperitoneal
(i.p.) (HALL; CLARK, 1991). Apos a confirmacao da anestesia, foi realizada a tricotomia da
regido dorsal, assepsia alcool etilico 70%. Em campos operatérios esterilizados, foi feita a
marcagdo circular de 0,8 cm? com auxilio de um punch cirtrgico na superficie dorsal do animal
e excisao da regido dermo-epidérmica. Entdo, os animais (5-6 animais/grupo) receberam ou nao

o tratamento, conforme organizado a seguir:
4.3.4 Grupos experimentais:

Grupo 1 - Sham: animais que foram submetidos ao procedimento cirirgico, mas nao

receberam nenhum tipo de tratamento.

Grupo 2 - Controle: animais que foram submetidos ao procedimento cirurgico,

seguidos da implantacdo da Biomembrana de xiloglucana 2% sem ativo;

Grupo 3 — rFTP 0,1%: animais que foram submetidos ao procedimento cirtrgico,

seguidos da implantacdo da Biomembrana rFTP 0,1%;

Grupo 4 - rFTP 0,5%: animais que foram submetidos ao procedimento cirurgico,

seguidos da implantacdo da Biomembrana rFTP 0,5%;
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Grupo 5 - rFTP 1%: animais que foram submetidos ao procedimento cirlrgico,

seguidos da implanta¢do da Biomembrana rFTP 1%;

Apés a cirurgia, os animais foram dispostos individualmente nas gaiolas com
enriquecimento ambiental e ficaram em observacao até a completa recuperagdo e ao longo dos
dias experimentais, sendo observados quanto a padrdes de sofrimento, tais como: mudangas na
aparéncia fisica (postura, textura do pelo, sujidades de urina ou fezes), redu¢cao no consumo de
alimento e agua, mudanga no peso corporal, inatividade, automutilagdo, comportamento
compulsivo, movimentos repetitivos ou estereotipados, agressividade, excitabilidade e

mudangas nas respostas a estimulos, conforme a escala de Grimace (LANGFORD et al., 2010).
4.3.5 Avaliacdo macroscdpica e coleta das lesoes

A avaliagdo macroscopica ocorreu nos dias 0, 3, 7, 11 e 14 e considerou presenga de
hiperemia e edema, bem como, fotomicrografias foram feitas na distancia de 10 cm para a
analise da contracao da lesdo. Nos dias 3°, 7° e 14° dia do processo cicatricial os animais foram
eutanasiados com superdosagem de anestésico (cloridrato de xilazina 2% (30mg/Kg) e
cloridrato de cetamina 10% (300mg/Kg), por via intraperitoneal (i.p.)) e os tecidos foram
coletados, fracionados ao meio para a analise histoldgica para avaliagdo do quadro inflamatdrio

e dosagem de mediadores (TNF-a, IL-1p e IL- IL-10) nas fases inflamatoria e proliferativa.
4.3.6 Avaliacdo da taxa de contracdo das lesoes

Considerando as fases da cicatrizacdo, a mensuragdo da contragdo comparou a area
inicial com a medida da area das lesdes dos dias 3 (fase inflamatdria), 7 (fase proliferativa), 11
e 14 (fase de remodelamento e resolugdo) apds a cirurgia (dia 0). Para isso, foram realizadas
fotomicrografias utilizando-se uma camera dupla (ultra-angular e grande-angular) de 12 MP do
Iphone 11. A camera foi posicionada a uma distancia de 15 cm da superficie onde o animal foi
posicionado contendo uma régua para calibracdo dos pixels. A drea (mm?) da lesdo foi

mensurada pelo software Imagel]®. Para o calculo da contragdo, utilizou-se a seguinte formula:

Area do dia 0 — Area do dia X
x100

Contragdo das lesdes (%) = A
ontragdo das leses (%) < Area do dia 0
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4.3.7 Processamento das amostras para coloragdo por HE

As amostras de tecido coletadas no 3°, 7° e 14° dia foram fixadas em solucdo tamponada
de formaldeido 10% (v/v) (pH 7,4) e seguidas para o processamento histologico de inclusdo em
parafina a 58°C no processador automdtico de tecidos (Lupe®). Segmentos de 4 um de
espessura dos fragmentos foram elaborados em micrétomo semi-automatico (Leica®) e

organizados em laminas microscopicas que foram escaneadas.

4.3.8 A avaliagdo histologica

Foi realizada de forma duplo-cega por dois avaliadores independentes, utilizando o
software CaseViewer® utilizando os parametros adaptados de AVSAR, 2016 (Tabela 1). A
espessura do epitélio recuperado foi mensurada apos 14 dias da inducdo da lesdo, medindo a
distancia perpendicular entre a membrana basal e a transi¢do para a camada cérnea, baseado-se
no protocolo realizado por Orid et al. (2003). Dessa forma, foi realizada a mensuragdo em cinco
campos de um mesmo animal no aumento de 100x. Apds isso, a medida final da espessura foi

a média aritmética das cinco medidas.

Tabela 1 - Parametros histoldgicos para analise da lesao por H&E

Escores Parametros

0 Sem ulcera, epitélio e derme em espessuras normais ou restauradas,
auséncia de infiltrado inflamatério e queratinizagao.

1 Areas pontuais de ulcera, derme presente e discreto infiltrado inflamatdrio
na derme e hipoderme.

2 Area moderada de tlcera, perda parcial da derme, e moderado infiltrado
inflamatorio na derme e hipoderme, com tecido de granulacdo inicial.

3 Area extensa de tlcera, perda total da derme, e presenca de infiltrado
inflamatério na hipoderme e presenca de edema.

4 Ulcera profunda envolvendo a hipoderme, necrose tecidual evidente,
infiltrado inflamatorio maci¢o com células mononucleares e fibrose
desorganizada.
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5 Auséncia completa de epitélio e derme, ulcera penetrante até tecidos
profundos, inflamagao severa atingindo a camada muscular e colapso
estrutural com auséncia de regeneragao visivel.

Fonte: Adaptado de AVSAR (2016)
4.3.9 Dosagem de citocinas pro e anti-inflamatorias das lesoes

As amostras das lesdes excisionais foram coletadas no 3° e 7° dias para dosagem de
TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 (JANG et al., 2013). Os tecidos (n=5/grupo) foram triturados e
homogeneizados 10% (mg tecido/uL) em temperatura de 4°C (POLYTRON®) em solugdo de
PBS (pH 7,4), centrifugados a 5000 rpm por 15 min para remogao de residuos que ndo foram
triturados completamente. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante e o
método de deteccao foi o ELISA sanduiche, que mensura a quantidade de analito previamente
ligado a um anticorpo de captura, cuja amplificacdo do sinal advém de um anticorpo de detec¢do
conjugado a uma enzima, lidos em um espectofotdometro utilizando o comprimento de onda de
450 nm (kits da R&D systems®). Os resultados foram expressos em picograma de citocinas/mL
de homogenato, sendo a concentracdo das amostras obtidas a partir de uma curva padrao de
cada citocina com 8 concentragdes diferentes, partindo de uma dilui¢ao seriada, sendo as

concentragdes iniciais de 1000 pg/mL para IL-1B e 2000 pg/mL para TNF-a e IL-10.
4.3.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism® (v 8.0.1). A
distribuicdo normal foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilke. Os dados que seguiram a
normalidade (paramétricos) foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido de pos-teste de
Bonferroni para a comparacao dos grupos ou Tukey para multiplas comparagdes. Os dados que
nao seguiram a normalidade (ndo-paramétricos) foram avaliados com teste de Kruskall-Wallis
e pos-teste de Dunn, para a comparagao de trés ou mais grupos. Os resultados foram expressos
como média percentual + erro padrao da média e em todas as situagdes foi adotado um nivel de

significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Expressio e purificacdo da rFTP em cepas de E. coli.

A rFTP isolada no Cromatograma IMAC esta representada pelo primeiro pico maior (Figura
7), entre 30 e 60mL, exibindo o perfil de eluicdo da rFTP purificada em uma coluna HisTrap
HP (niquel-sefarose). A eluigao ocorreu com 300mM de imidazol, garantindo a recuperagao da
rFTP ligada a coluna. O segundo pico, ao final do cromatograma, apds, aproximadamente
250mL corresponde a impurezas e/ou outros componentes que foram desvinculados, como a

tag SUMO e a enzima ULP1.

Figura 7 - Cromatograma de eluicao da rFTP
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Cromatograma de eluicio da rFTP (rFTP) purificada por IMAC utilizando uma coluna HisTrap HP (niquel-sefarose)
no sistema AKTA FPLC. A eluigio foi realizada com tampao contendo 300 mM de imidazol, promovendo a recuperagio da
rFTP ligadas a coluna. O primeiro pico significativo, entre 30 e 60 mL, corresponde & rFTP isolada. O segundo pico, observado

apos aproximadamente 250 mL, refere-se a impurezas ou componentes nio ligados, como a tag SUMO e a enzima ULP1.
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5.2 A pureza da rFTP foi validada por SDS-PAGE

Apos a purificagdo, a identificacdo da rFTP isolada ocorreu por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), sendo possivel observar a amostra antes e depois do processo de
digestdo (Figura 8), com a presenca de uma banda tnica correspondente ao tamanho molecular
do complexo SUMO-FTP de 33kD, a protease ULP1 com 30kD, a rFTP isolada e ndo retida
em torno de 20kD e a calda SUMO isoladas, em torno de 15kD, conforme figura.

Figura 8§ - Gel SDS PAGE Fracao retida da rFTP

Marcador
116.0 — W'
66.2 — e
45.0 — g

35.0 — @+ SUMO-FTP

W -

- ®
25.0 — e
SUMO-tag
18.4 — & -
144 — |

PAGE-SDS, gel 15%. Coluna 1:Pierce™ Unstained Protein MW Marker. Coluna 2: SUMO-FTP. Coluna 3: Ulpl. Coluna 4:
SUMO-tag, fragdo retida em cromatografia IMAC em coluna HisTrap™ HP. Linha 5: rFTP, fra¢do ndo-retida (flowthrough)
em cromatografia IMAC em coluna HisTrap™ HP. As amostras foram previamente quanficadas por BCA protein assays kit

10 pg de amostra foram aplicados em cada pogo.

5.3 A atividade hemaglutinante da rFTP manteve-se preservada

Com o ensaio de hemaglutinagdo em hemacias de coelho, foi possivel observar uma
reacdo ativa da rFTP (Figura 9), sendo visualmente interpretada pela formagao de pequenos

aglomerados e turbidez no liquido. Considerou-se, portanto, que a concentra¢do minima ativa
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ocorreu em 0,03125mg/mL, uma vez que nos pocos seguintes, as hemdcias permaneceram

como sedimento, o qual se dispersava uniformemente com a agitacao da placa.

Figura 9 - Ensaio de hemaglutinagdo em hemacias de coelho

Ensaio de hemaglutinacio em hemacias de coelho. A rFTP apresentou atividade hemaglutinante, tendo como concentragdo
minima ativa 0,03125mg/mL, evidenciada pela formagio de aglomerados e turbidez no liquido. Nas diluigdes seguintes,

observou-se a dispersdo das hemacias e auséncia de aglutinacdo.

5.4 Efeito da rFTP na viabilidade celular em diferentes doses e tempos de incubacio

Nos fibroblastos murinos 1929, apés 24 horas de incubagdo com rFTP em diferentes
concentracoes (Figura 10A), a viabilidade celular manteve-se inalterada para as concentragdes
até 0,5 mg/mL em relacao ao grupo controle (CTRL). Na concentragdo de 1 mg/mL, observou-
se um aumento significativo, com (134,65+3,06 %, p<0,05). Apds 48 horas (Figura 10B),
observou-se um aumento na viabilidade nas concentragdes 0,04 a 0,63 mg/mL (113,4+3,24;

122,0+5,32; 124,0+5,81; 121,445,19 e 115,543,76 % p<0,05).
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Figura 10 - Viabilidade celular de Fibroblastos 1.929
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Viabilidade celular de fibroblastos 1.929 apés tratamento com rFTP em diferentes concentracoes de rFTP (0,001-1
mg/mL) por 24 h (A) e 48 h (B). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni para

comparagdes multiplas. *p < 0,05 em rela¢éo ao grupo controle (CTRL).

Nos queratinocitos HaCaT, a viabilidade celular permaneceu estavel em todas as
concentragdes nas primeiras 24 horas (Figura 11A). Apo6s 48 horas (Figura 11B), houve um
aumento significativo das concentragoes 0,02 a 0,63 mg/mL (118,54+3,85; 115,1£3,13;
116,7£3,47; 124,6+5,13; 118,6+3,88 ¢ 115,3+3,18 % p<0,05) em relagdo ao grupo controle
(CTRL).
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Figura 11 - Viabilidade celular de Queratindcitos HaCaT
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Viabilidade celular de queratinécitos HaCaT apés tratamento com rFTP em diferentes concentracoes de rFTP (0,001—
1 mg/mL) por 24 h (A) e 48 h (B). Os dados s2o apresentados como média + erro padrao da média (SEM) de trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni para
comparagdes multiplas. *p < 0,05 em rela¢éo ao grupo controle (CTRL).

A viabilidade dos macrofagos aumentou significativamente, quando comparado ao
grupo CTRL, nas concentragdes de 0,25 a 1 mg/mL durante as primeiras 24 horas (Figura 12A)
(118,9+£2,86; 142,6£2,88 e 161,47+4,16 % p<0,05). Apdés 48 horas (Figura 12B), a
concentracdo de 1mg/mL também permaneceu aumentada (137,2+6,77 %). As concentragdes
de 0,002 a 0,031mg/mL nao apresentaram diferenca significativa nos tempos de 24 ¢ 48 horas
(Figuras 12A e 12B), mas demonstraram um efeito proliferativo (%) (125,9+1,21; 137,3+1,74;
145,5+2,13; 150,0+2,34; 148,4+2,26; 136,4+1,69 e 118,43+0,86, respectivamente p<0,05) apos

72 horas de incubagdo (Figura 12C). No entanto, as concentragdes de 0,5 ¢ Img/mL resultaram
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em uma diminuigao significativa da viabilidade celular apos 72 horas (Figura 12C) (72,05+1,31

e 65,10+1,63, respectivamente p<0,05).

Figura 12 - Viabilidade celular de macréfagos murinos
RAW 264.7
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Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 apés tratamento com rFTP em diferentes concentragdes de rFTP
(0,001-1 mg/mL) por 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C). Os dados sdo apresentados como média + erro padrio da média (SEM)
de trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, seguida pelo teste de

Bonferroni para comparagdes multiplas. *p < 0,05 em relag@o ao grupo controle (CTRL).
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5.5 A rFTP 50 pg/mL reduziu a producao de 6xido nitrico por rFTP em macrofagos
RAW 264.7 tratados com e sem LPS

O tratamento com rFTP 50pug/mL e auséncia de LPS em macrofagos RAW 264.7
induziu em baixos niveis a produc¢do de nitrito em 24 (13,43+1,087%), 48 (6,06%+1,087) e 72
horas (3,34%+1,087), em relagdo ao controle positivo LPS (1 pg/mL). Por outro lado, na
presenga do LPS (1 pg/mL), nas primeiras 24 horas, rFTP aumentou significativamente a
produgdo o nitrito (114+1,23%), mas reduziu gradualmente em 48 (84,15+1,38%) e 72 horas
(87,37£1,10%) (Figura 13).

Figura 13 - Efeito da rFTP sobre a produgao de nitrito no sobrenadante de macrofagos
RAW 264.7 estimulados ou nao por LPS
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Producio de nitrito em macréfagos RAW 264.7 tratados com rFTP 50 pg/mL na presenca ou auséncia de LPS (1pg/mL).
Os niveis de nitrito foram medidos pelo método de Griess apods 24, 48 ¢ 72 horas com rFTP, com e sem LPS. Os valores foram
expressos como média + erro padrdo (SEM) de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada utilizando

Two-Way ANOVA com pos-teste de Tukey; *p < 0,05 indica diferengas significativas em relag@o ao controle positivo.

5.6 rFTP modulou os niveis de TNF-a, IL-1p e IL-10 em 24, 48 e 72 horas.

Nos macréfagos tratados com rFTP 50pug/mL na auséncia de LPS, os niveis de TNFa
foram significativamente maiores em relacdo ao grupo DMEM (24h:111,27+10,7; 48h:
186,60+4,0; e 72h: 296,60+20,4) em todos os tempos testados (24h: 2718+2,13; 48h:
3163+2,05 e 72h: 2781+2,13) (Figura 14A). Na presenga do LPS (1pug/mL), o tratamento com
rFTP 50pg/mL aumentou os niveis de TNFa (24h: 3345,27 £+ 49,02), em relacdo ao grupo
tratado somente com LPS (1pug/mL) (24h: 2899,27 + 2,67). Nos demais tempos, ndo foram

observadas diferengas significativas entre o controle positivo e os grupos tratados (Figura 14B).



57

Na auséncia do LPS (1pg/mL), ndo foram observadas diferengas significativas nos
niveis de IL1 B nas primeiras 24 e 48 horas de tratamento com rFTP 50pug/mL e o grupo nao
tratado. No entanto, apds 72 horas, a produgdo de IL-1f ndo foi detectada em relagdo ao controle
negativo (72h: 119,34+6,67) (Figura 14C). Na presen¢a do LPS (1ug/mL), ndo houve diferenga

significativa entre os grupos e tempos testados (Figura 14D).

Os niveis de IL-6 nao foram detectados nos macréfagos que nao foram expostos ao LPS
(1pg/mL) em todos os tempos testados (Figura 14E). Apds a ativagdo com LPS (1pug/mL),
houve a producdo da IL-6, porém sem diferencas estatisticas em relacdo ao controle positivo

em todos os tempos testados (Figura 14F).

Na auséncia de LPS (1pg/mL), os niveis de IL-10 foram semelhantes entre os grupos
tratados e o controle negativo em todos os tempos testados (Figura 14G). Quando ativado pelo
LPS (1pg/mL), o grupo tratado aumentou significativamente os niveis de IL-10 (916,67 +
52,73) em relagao ao controle negativo em 24 horas (543,33 + 101,24), porém, observou-se
uma diminui¢do dos niveis da citocina apds 48h (526,67 + 58,44), com o controle positivo
(783,33 + 54,01), seguido de um aumento apds 72h de exposi¢do (72h: 326,67 + 52,77), em
relacdo ao grupo LPS (1pg/mL) (223,33 + 52,77) (Figura 14H).
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Figura 14 - Niveis de citocinas no sobrenadante de RAW 264.7 em 24, 48 ¢ 72 horas
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Producio de citocinas em macréfagos RAW 264.7 tratados com rFTP (50 pg/mL) na presenca e auséncia de LPS (1
pg/mL). (A, B) TNF-q; (C, D) IL-1B; (E, F) IL-6; (G, H) IL-10. Os niveis de citocinas foram mensurados por ELISA nos
sobrenadantes das culturas apds 24, 48 ¢ 72 horas. Os dados sdo expressos como média + erro padrio (SEM) de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por Two-Way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey.
Diferengas estatisticamente significativas sdo indicadas por *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em relagdo ao controle

(DMEM ou DMEM + LPS).

5.7 O tratamento com a Biomembrana de Xiloglucana contendo rFTP aumenta a

contracao de feridas excisionais

No 3° dia de cicatrizagdo, o grupo controle (32,92% + 2,58) e os grupos tratados com

rFTP 0,1 e 0,5% (33,25%+2,62 ¢ 34,07%+2,70) obtiveram taxas de contragao



59

significativamente maiores em relacdo ao grupo Sham (8,42+2,58%) e tFTP 1% (14,62+0,65%)
(Figura 15A). Macroscopicamente, os grupos tratados com rFTP 0,1% e 0,5% apresentaram a
formagao de tecido de granulagdo mais homogénia e menor presenca de crostas em relagcdo ao

grupo Sham e rFTP 1% (Figura 16).

No sétimo dia, os grupos tratados com rFTP  0,1% (47,21%+2,26) e 0,5%
(44,24%+3,21) apresentaram taxas de contracdo superiores ao grupo controle (37,25%=+2,26) e
significativamente maiores que o grupo Sham (13,70%=+2,26) e grupo 1% (15,88%=0,20).
No décimo primeiro dia, as taxas de contragdo da lesdo de todos os grupos tratados com rFTP
atingiram valores elevados. rFTP 0,1% (80,59%=2,83), 0,5% (78,22%+2,82) apresentaram
taxa significativamente maior que o grupo Sham (42,08%=2,15). O grupo rFTP 1%
(72,67%=2,06) e grupos controle (71,30%+2,15) ndo obtiveram diferenca estatistica em relagao

ao grupo nao tratado (Figura 15B e 16).

No décimo quarto dia, todas as taxas de contracdo sao semelhantes entre si (Sham:
91,29%=+1,75; Controle: 97,08%+1,75; rFTP 0,1%: 95,0%+1,12; rFTP 0,5%: 96,59%+1,60;
rFTP 1%: 95,64%=1,14), sem diferencas estatisticas entre os grupos. Macroscopicamente,
enquanto os grupos rFTP (0,1%, 0,5%) e controle positivo apresentam formagao completa do

epitélio, o grupo Sham ainda apresenta crosta (Figura 15C e 16).
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Figura 15 - Taxa de contracao das lesoes (%)
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Taxa de contragdo das lesdes (%) em camundongos BALB/c tratados com diferentes concentracdes de rFTP (0,1%,

0,5% e 1%) nos dias 3 (A), 7 (B), 11 (C) e 14 (D). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (SEM). A

analise estatistica foi realizada por One-Way ANOV A seguido do pos-teste de Tukey. Diferencas estatisticamente significativas

foram indicadas por *p < 0,05 quando comparadas ao grupo Sham.
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Figura 16 - Representacao fotografica do seguimento clinico das ulceras
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Representacido fotografica da evolucio das lesbes em camundongos tratados com diferentes concentracdes de rFTP
0,1%, 0,5% e 1%), comparados aos grupos Sham e Controle (CTRL), nos dias 0, 3, 7, 11 e 14 pés-lesdo. As imagens
foram feitas com um Iphone 11 a uma distancia de 20cm e ilustram a progressdo da cicatrizacdo, evidenciando alteragdes na

aparéncia das lesdes ao longo do tempo nos diferentes grupos experimentais.

5.8 rFTP reduz o infiltrado inflamatorio no 3° dia de cicatrizaciao

No terceiro dia do processo cicatricial, os grupos Sham (3,0 (2-3)) e Controle (2,0 (2-
3)) apresentaram um infiltrado inflamatorio mais acentuado. Os grupos tratados com rFTP 0,1
e 0,5% exibiram valores intermediarios (2,0 (2-3)), porém, sem diferengas estatisticas em
relacdo ao grupo controle. Porém, no grupo rFTP 1% foi possivel observar uma redu¢do mais
acentuada (2,0 (1-3)) (Tabela 2) do infiltrado inflamatorio, quando comparada ao grupo Sham
(Figura 17).

No sétimo dia, ainda foi possivel observar um intenso infiltrado inflamatério entre os
grupos (Sham 3,0 (1-4); Controle: 3,0 (1-3); rFTP 0,1 e 0,5%: 3,0 (1-3) e rFTP 1%: 2,0 (1-3))

e as medianas foram semelhantes, sem diferengas estatisticamente relevantes (Tabela 2). No
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décimo quarto dia, houve uma redugdo acentuada do infiltrado inflamatdrio em todos os grupos,

indicando a resolucao do processo inflamatério (Figura 17).

O grupo Sham apresentou uma mediana de 1,0 (1-2), indicando que o infiltrado
inflamatorio foi moderadamente resolvido. O grupo Controle apresentou uma mediana de 1,0
(0-2), sem diferencas estatisticas. Os grupos tratados com rFTP 0,1% e rFTP 1% tiveram uma
mediana de 2,0 (0-3), indicando um infiltrado inflamatoério ligeiramente mais elevado em
comparac¢do ao grupo Controle e Sham. J& o grupo rFTP 0,5% apresentou a menor mediana (1,0

(0-1)) com menor variacdo (Tabela 2), porém também sem diferengas estatisticas (Figura 17).

Tabela 2 - Representagdo por escores da avaliagao histologica das ulceras

Escores histologicos

Grupos 3° dia 7° dia 14° dia
Sham 3,0(2-3) 3,0 (1-3) 1,0 (1-2)
Controle 2,0 (2-3) 3,0 (2-3) 1,0 (0-2)
rFTP 0,1% 2,0 (2-2) 2,0 (1-3) 2,0 (2-2)
rFTP 0,5% 2,0 (2-3) 2,0 (2-3) 1,0 (1-3)
rFTP 1% 2,0 (2-2)* 2,0 (1-3) 2,0 (2-2)

Escores histolégicos no epitélio de camundongos no 3°, 7° e 14° dias pés-lesio tratados com diferentes concentracdes de
rFTP (0,1%,0,5% e 1%), comparados aos grupos Sham e Controle (A-C). Os dados sao apresentados como mediana (minimo-
maximo). A analise estatistica foi realizada utilizando Kruskal-Wallis seguido do poés-teste de Dunn. Diferencas

estatisticamente significativas sdo indicadas por *p < 0,05 e **p < 0,01 em relacéo ao grupo Controle.
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Figura 17 - Fotomicrografias da area ulcerada na pele apos 3, 7 e 14 dias nos grupos experimentais (HE)

Sham Controle rFTP 0,1% rFTP 0,5% rFTP 1%

Dia 3

Dia 14

Micrografias representativas da espessura do epitélio na epiderme e derme no 3, 7 e 14° pés-lesido para os grupos Sham, Controle e tratados com rFTP (0,1, 0,5 e 1%). Coloragéo por

Hematoxilina e Eosina (HE); barra de escala = 100 pm.
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5.9 rFTP aumentou a espessura do epitélio no 14° dia de cicatrizacao

Figura 18 - Fotomicrografias da area ulcerada na pele apds 14 dias nos grupos experimentais (HE)

Espessura do epitéio (um)

T
Sham Controle rFTP 0,1% rFTP 0,6% rFTP 1%

Anilise histologica e quantitativa da espessura epitelial no 14° dia de cicatriza¢fio. A figura apresenta os grupos experimentais analisados no 14° dia de cicatrizagdo. (A) Grupo Sham, (B)
Grupo Controle, (C) rFTP 0,1%, (D rFTP 0,5%, (E) rFTP 1%. A analise quantitativa da espessura epitelial esta representada no grafico (F) com as médias calculadas a partir de cinco campos
distintos por animal.
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As analises estatisticas foram realizadas utilizando One-Way ANOVA, com pos-teste de Tukey para comparagdes multiplas.
Resultados foram considerados significativos para p < 0,05. As imagens histologicas foram obtidas no aplicativo Case Viewer,
utilizando coloragéo de hematoxilina-eosina (HE) e ampliagdo de 400x e a barra de escala = 50um.

No décimo quarto dia ap0s a lesdo a espessura epitelial do grupo tratado com rFTP 0,1%
foi significativamente maior em relagao ao grupo Sham (Figura 18E e A). Os grupos tratados
com Controle, rFTP 0,5 e 1% (Figura 18B, D e E) apresentaram espessuras intermediarias, sem

diferencas significativas em relagao ao grupo Sham.
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5.10 rFTP modula citocinas pro e anti-inflamatéria na fase proliferativa e de

remodelamento

Os niveis de TNF-a quantificados nos grupos experimentais testados ndo apresentaram
diferengas estatisticas no terceiro dia de cicatrizacdo (Figura 19A). No sétimo dia, o grupo
tratado com rFTP 0,1% (461,0+2,27 pg/mL) apresentou niveis significativamente menores em
comparagdo com o grupo Controle (710,2+5,75 pg/mL). O grupo Sham apresentou niveis
intermediarios (559,4+ 3,48 pg/mL), mas sem diferencas significativas em relagdo aos demais

grupos (Figura 19B).

Os niveis de IL-1 beta no terceiro dia ndo foram diferentes entre os grupos testados
(Figura 19C). No sétimo dia, os animais tratados com rFTP 0,1% (3827+4,57 pg/mL)
apresentaram valores significativamente menores que o grupo Sham (4749+1,75 pg/mL). O
grupo Controle (4396+ 2,82 pg/mL) apresentou niveis intermedidrios, mas sem diferencas

significativas em relagao aos demais grupos (Figura 19D).

No terceiro dia, o grupo tratado com rFTP 0,1% (1407+5,10 pg/mL) e controle
(1572+1,17 pg/mL) apresentaram niveis significativamente elevados de IL-6 em comparagao
com o grupo Sham (656,0+6,22 pg/mL) (Figura 19E). Ja no sétimo dia, observou-se uma
reducdo significativa dos niveis de IL-6 no grupo tratado com rFTP 0,1% (1239+3,83 pg/mL).
O grupo Sham apresentou niveis intermediarios (1239+0,52 pg/mL), mas sem diferengas

significativas em relacdo aos demais grupos (Figura 19F)

Os niveis de IL-10 foram significativamente maiores no grupo tratado com rFTP 0,1%
tanto no terceiro dia (1443+3,04 pg/mL) em relacdo ao grupo Controle (421,743,76 pg/mL)
(Figura 19G), quanto no sétimo dia (1271+4,29 pg/mL), em comparagdao ao grupo Controle
(429,7£3,14 pg/mL). O grupo Sham apresentou niveis mais reduzidos nos dois tempos (3° dia:

617,7+£0,72 pg/mL; 7° dia: 123,0+1,15 pg/mL) (Figura 19H).
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Figura 19 - Efeito do tratamento com rFTP nos niveis de TNF-a, IL-1b, IL-6 ¢ IL-10

nas lesoes cutaneas
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Niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-o, IL-1pB, IL-6) e anti-inflamatéria (IL-10) em homogenato de lesdes cutaneas

de camundongos tratados com rFTP 0,1%, comparados aos grupos Sham e Controle. (A-B) Niveis de TNF-a nos dias 3

e 7 pos-lesdo; (C-D) Niveis de IL-1 nos dias 3 e 7 pos-lesdo; (E-F) Niveis de IL-6 nos dias 3 e 7 pos-lesdo; (G-H) Niveis de

IL-10 nos dias 3 e 7 pds-lesdo. Os dados sdo apresentados como média = erro padrio da média (SEM). A anélise estatistica foi

realizada por One-Way ANOVA seguida do pds-teste de Tukey. Diferengas estatisticamente significativas estdo indicadas por

*p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

A frutapina, encontrada nas sementes de Arfocarpus altilis, com afinidade por
glicose/manose, t€ém propriedades biologicas consideraveis, como a modulacdo da inflamagao
e estimulo a proliferagdo, respaldando a investigacdo da sua influéncia no contexto de
cicatrizacdo de feridas. Considerando a extragdo natural da proteina limitada e com rendimento
escasso, a expressdo da frutapina em sistemas heterdlogos, como a Escherichia coli, permite a
producdo da lectina bioativa com maior controle e rendimento, viabilizando a analise do seu

efeito bioativo no reparo tecidual (DE SOUSA et al., 2017).

Os resultados in vitro deste estudo sugerem que a rFTP, exerceu efeitos distintos a
depender do tipo celular, da concentragdo utilizada e do tempo de incubacdao. Em queratindcitos
humanos (HaCaT), nas concentragdes mais baixas e nos tempos mais curtos, a rFTP exibiu uma
resposta proliferativa. De maneira semelhante, nos fibroblastos murinos, as concentragdes mais
baixas aumentaram significativamente a viabilidade celular a curto prazo. Esses achados sdo
coerentes aos estudos anteriores que sugeriram que a rFTP estimula vias relacionadas a

proliferagdo e sobrevivéncia celular (DE SOUSA et al., 2017).

Estudos anteriores, relataram que as lectinas, especialmente do género Artocarpus,
incluindo a Frutapina, Artin M e Artocarpina, estdo associadas a indugdo de fatores que
favorecem a cicatrizagdao (DE SOUSA et al., 2019a; KIM, YEON JUNG et al., 2020a). A rFTP
foi capaz de estimular a migragdo celular em fibroblastos murinos 3T3 (DE SOUSA et al.,
2017). Os pesquisadores afirmam que a afinidade a glicose/manose, permite a interacdo com os
receptores Toll-Like 4 em fibroblastos, promovendo a sinalizacdo que resulta na estimulacao
da expressdo da cinase regulada por sinal extracelular fosforilada (p-ERK), que participa das
vias de sinalizagdo para regulacdo da inflamagao e proliferacao celular (SHAUL, et al., 2007;

SOUZA, et al., 2013; ROCHA, et al., 2020).

Na linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7, a rFTP promoveu um aumento
importante na viabilidade celular nas primeiras horas de tratamento, especialmente nas
concentragdes mais altas. No entanto, a longo prazo, observou-se uma reducao da viabilidade
em doses mais elevadas, enquanto que em doses mais baixas observou-se o efeito proliferativo
expressivo. Esse achado sugere que a rFTP pode modular a atividade dos macrofagos, que sao
maestros na dindmica cicatricial, e protagonistas na transi¢do da fase inflamatoria para a

proliferativa (KRZYSZCZYK et al., 2018).
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E importante ressaltar que a redugéo da viabilidade celular observada na exposigdo &
rFTP em tempos prolongados pode ter sido influenciada também por fatores relacionados ao
microambiente de cultivo, como o confinamento espacial devido ao tamanho do pogo da placa
utilizada, levando a uma confluéncia precoce, esgotamento dos nutrientes e acimulo de
metabolitos toxicos. Esses fatores podem ter contribuido para a diminui¢do da viabilidade

celular independente da agao da rFTP.

A literatura aponta que lectinas podem modular significativamente a atividade dos
macrofagos. Na superficie de macrofagos ha receptores de Lectina Tipo C (CLRs) tais como
Dectina-1 e o receptor de manose (MR), que estdo envolvidos em respostas inflamatdrias ao
ativarem vias de sinalizagdo necessarias para a producdo de espécies reativas de oxigénio e
secrecdo de citocinas (LEFEVRE et al., 2013). A Aglutinina de gérmen de trigo (WGA), um
tipo de lectina, foi capaz de aumentar a atividade antitumoral de macrofagos in vitro (AUTH et
al., 2021) e lectinas do cogumelo Formitella frazinea (FFrL) aumentaram a apresentacao de
antigenos restritos por MHC em macrofagos peritoneais, melhorando a capacidade de

apresentacao (KIM, HYUNIJIN et al., 2007).

A dosagem de nitrito no sobrenadande dos macréfagos RAW 264.7 tratados com LPS,
que ¢ utilizado como um estimulador pré-inflamatoério, polarizando os macréfagos para o perfil
M1, revelou que a rFTP reduziu estatisticamente a produ¢do do NO quando comparado com o
grupo tratado apenas com o LPS, indicando uma possivel regulacdo da resposta inflamatoria.
Na auséncia do LPS, a produgao basal do NO nos macrofagos tratados com rFTP permaneceu
proxima ao observado no grupo DMEM, sem diferencas significativas, inferindo que a rFTP
nao estimula a produ¢ao de NO em condig¢des fisioldgicas, mas exerce um efeito seletivo sobre

macroéfagos ativados, reduzindo a hiperprodugdo de NO no microambiente inflamado.

Na fase inflamatoria, o NO ¢ sintetizado principalmente por macrofagos através da via
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ¢ um agente essencial para a defesa conta agentes
patogénicos, porém, em condigdes cronicas e inflamacgdes exageradas, ele contribui para o dano
tecidual (LUO; CHEN, 2005). Na fase proliferativa, o NO contribui para a proliferacdo de
fibroblastos e producdo de colageno (BREHMER et al., 2015). Também facilita a angiogénese
e formagao de novos vasos, o que € vital para o fornecimento de oxigénio e nutrientes para o
tecido neoformado. Portanto, o 6xido nitrico € crucial para a cicatrizagao tanto nas fases iniciais

quanto nas tardias (BLECHER et al., 2012).
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Esses resultados sugerem que a rFTP atua como um modulador da atividade de
macréfagos, influenciando sua resposta basal e durante a sua ativagdo. Em macrofagos nao
ativados, a lectina demonstra capacidade de aumentar a atividade celular e, quando estdo
polarizados, a rFTP demonstra a capacidade de equilibrar a inflamacdo excessiva, indicando
um potencial imunomodulador promissor. Esses achados incentivam a importancia de estudos
adicionais para explorar os mecanismos moleculares subjacentes a sua acao, incluindo o papel
da rFTP nas vias de sinalizagdo relacionadas ao NF-xB ou iNOS, que sdo fundamentais para a

compreender melhor as vias inflamatérias e producdo de 6xido nitrico.

Ao longo do estudo do cendrio da fase inflamatéria, observou-se que rFTP conseguiu
modular os niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias (TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-10) na presenga
ou ndo do LPS. Essas respostas revelaram a influéncia que a lectina exerce na liberacao desses
mediadores. Na auséncia do LPS, foi observado um aumento significativo dos niveis de TNF-
a em todos os tempos avaliados quando comparado com o controle. Esse aumento consideravel
reforca a hipétese de que a rFTP ¢ capaz de estimular a producdo basal de TNF-o em
macrofagos nao ativados, sendo um mecanismo relevante na preparacao do sistema imune para

a dindmica da fase inflamatoria.

Na presenca do LPS, o tratamento com a rFTP resultou em um aumento consideravel
nas primeiras horas de incubacgao, seguido de uma estabiliza¢ao nos tempos subsequentes. Esse
comportamento sugere que a rFTP ndo apenas potencializa a resposta inflamatoria de
macrofagos ativados, mas também exerce uma regulagdo temporal sobre a produgdo dessa
citocina, evitando uma produgdo exagerada e prolongada. Esse efeito regulatorio ¢é
particularmente importante pois indica que a rFTP pode contribuir para o controle da

intensidade da inflamagao.

O TNF-a ¢ um mediador critico no processo de cicatriza¢do de feridas nas fases iniciais,
em que ele ¢ rapidamente liberado, dando o impulso para a liberacdo de quimiocinas para o
recrutamento de cé€lulas inflamatodrias que irdo remover os residuos dos danos celulares, bem
como controlar a invasdo de patdgenos (RITSU et al., 2017). Na fase de remodelamento, sua
fun¢do se estende a ativacdo das metaloproteinases de matriz (MMPs), em especial a MMP-2
em fibroblastos. Esse mecanismo ¢ fundamental para o refinamento do tecido neoformado,
permitindo a reorganizagdo da matriz extracelular (DAI, JIEZHI et al., 2021). Dessa forma, o
TNF-o ¢ uma citocina indispensavel para qualidade estrutural da pele em cicatrizagdo (YUSUF,

2024).
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Em relacao a IL-1B, rFTP nao alterou significativamente os seus niveis na auséncia de
LPS nos tempos iniciais, mas foi observado uma reducao importante e tardia em relacao ao
grupo controle DMEM. Na presenga do LPS, os niveis de IL-1B continuaram elevados, sem
diferencas estatisticas entre os grupos, inferindo que rFTP ndo atua significativamente na

producao de IL-1P basal e nem em macrofagos ativados.

Durante a fase inflamatoria, a IL-1p participa do ciclo de feedback positivo que sustenta
macrofagos classicamente ativados (WEINHEIMER-HAUS; MIRZA; KOH, 2015). Quando
em niveis altos, inibe a proliferacdo e migracao de fibroblastos, pela regulagdo positiva de
MMP-2 ¢ MMP-9 e negativa de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS) por meio
da via p38 MAPK e ativando a via p38 MAPK (DAI, JIEZHI et al., 2021). IL-1p também ¢é
capaz de estimular macrofagos a produzirem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-
A), que ¢ importante para impulsionar a angiogénese. A modulagdo da IL-1 promove a
cicatrizagdo em condi¢des controladas e contribui para o destravamento da fase inflamatoria

em feridas cronicas, como a diabetes (DAI, JIEZHI ef al., 2021).

No sobrenadante dos macrdofagos tratados com rFTP, ndo foram detectados niveis
significativos de IL-6 nos grupos que ndo foram estimulados com LPS. No entanto, quando
estimulados, os niveis de IL-6 foram elevados, mas sem diferengas estatisticas entre os grupos.
Esse resultado sugere que a rFTP ndo influencia a producao de IL-6 basal ou em macréfagos

ativados num contexto de experimentagao in vitro.

E valido citar que esse resultado pode inferir que embora a rFTP interaja com os
receptores de carboidratos na superficie dos macrdéfagos, sua influencia nao envolve a via
classica de ativacdo, que leva a respostas pro-inflamatoérias, associadas a IL-6. Esse
comportamento pode estar indicando um potencial efeito imunomodulador seletivo ou anti-
inflamatorio que, pode favorecer contextos terapéuticos que requerem o controle da inflamagao

excessiva e estados cronicos (JOHNSON, et al., 2020).

A IL-6 ¢ uma citocina essencial para a fase inflamatdria, pois promove o recrutamento
e ativagdo de leucdcitos, aumenta a angiogénese e ativa a via STAT3, que esta envolvida na
promogao da migragao e proliferacdo celular. A desregulacao da IL-6 pode causar fibrose, dessa
forma, a IL-6 ¢ essencial para o equilibrio no remodelamento. Estudos anteriores demonstraram
que a rFTP foi capaz de promover a liberacao de IL-6 em fibroblastos humanos (HSF) por meio

da interagdo com o receptor TLR4 (DE SOUSA et al., 2019b).
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Em relagdo a IL-10, rFTP foi capaz de aumentar os niveis dessa citocina nos macrofagos
ativados com LPS nas primeiras 24 horas. Artin M também foi capaz de aumentar os niveis de
IL-10 no sobrenadante de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs), um modelo mais
sensivel e responsivo do que a linhagem imortalizada de Raw 264.7 (CUSTODIO et al., 2011).
Esse aumento inicial foi seguido de uma reducao nos tempos subsequentes, indicando que a
rFTP pode promover uma resposta anti-inflamatéria precoce e modular a o processo de
cicatrizacdo desde a primeira fase. Esses dados inferem que rFTP tem potencial

imunomodulador e ¢ capaz de regular a producao de citocinas.

A IL-10 ¢ uma citocina anti-inflamatdria importante para a regulacdo da resposta imune,
através da diminuicdo dos mediadores inflamatdérios, como a proteina quimiotatica de
macrofagos, TNF--a e IL-6, reduzindo a infiltracdo de macrofagos e neutrofilos (SATO;
OHSHIMA; KONDO, 1999). Além disso, estd envolvida na promo¢ao da angiogénese e
remodelamento da matriz extracelular (XIAO et al., 2019). Fisiologicamente, a capacidade de
regular citocinas € essencial para uma cicatrizacao bem sucedida. O excesso de citocinas pro-

inflamatorias pode causar danos teciduais e atraso na cicatrizagao.

Com base nesses achados, a incorporacdo da rFTP em um veiculo biocompativel,
permitiu a translagdo para analises in vivo € uma interpretacdo macroscopica mais complexa
das suas propriedades bioativas no contexto da cicatrizagdo. Dessa forma, optou-se pelas
xiloglucanas, que sdo biopolimeros versateis pertencentes ao grupo das hemiceluloses e
derivadas das paredes celulares de plantas e particularmente abundantes nas sementes de
Tamarindus indica. Sua cadeia principal € composta por residuos de glicose unidos por ligagdes
B-1,4 e possuem estrutura ramificada que facilita interacdes com biomoléculas, como proteinas,
além de serem biodegraddveis e apresentarem baixa toxicidade. As suas propriedades
mucoadesiva e geilificante tém ganhado destaque e impulsionado o uso de biomembranas de

xiloglucana no campo da medicina regenerativa (DUTTA; GIRI; GIRI, 2020).

O resultado da taxa de contragdao das lesdes em camundongos revelou que os grupos
tratados com a biomembrana de xiloglucana contendo rFTP tiveram a reducdo da area da lesao
significativamente mais acelerados nos dias iniciais em relagdo aos grupos controle Sham. E
importante discutir que nas primeiras fases do processo cicatricial (3° e 7° dias), os
camundongos tratado com a dose de 0,1% apresentaram a maior taxa de contracdo em

comparac¢do aos outros grupos tratados. No 11° dia, as doses de 0,5 e 1% alcangaram taxas
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semelhantes, sugerindo que doses mais altas podem resultar em um efeito mais a longo prazo.

No 14° dia, todos os grupos apresentaram resolucao do processo cicatricial.

Esses resultados inferem uma ag¢do da rFTP no processo de reparo tecidual, sugerindo
uma interaciio ativa com as células epiteliais. E importante investigar se a tFTP poderia estar
potencializando da atividade dos miofibroblastos, que sdo fundamentais para a estrutura
tecidual e fechamento mecanico da ferida (SCHUSTER et al, 2023). Estes emergem da
diferenciagdo de fibroblastos como resposta a estimulos bioquimicos, tais como o TGF- 1, que
¢ o principal fator responséavel por essa diferenciagdo, pela via sinaliza¢do intracelular Smad2/3,
induzindo alteragdes no perfil de expressdo génica dos fibroblastos, incluindo a producao de
proteinas contrateis, como a alfa-actina do musculo liso (a-SMA), um marcador caracteristico
dos miofibroblastos. TGF-  também influencia a sinalizagdo de calcio por meio dos canais

TRPV4, necessarios para a diferenciacdo (WILKES et al., 2005)

Além disso, o efeito acelerador pode estar associado a interagdo das lectinas como a
matriz extracelular, favorecendo a proliferacdo dos queratindcitos para o fechamento da ferida.
Estudos anteriores ja relatam que lectinas e moléculas similares podem ser mediadores dessa
interagdo celular com a matriz extracelular, promovendo uma resposta tecidual inicial mais
rapida e eficiente (CAMPANA et al., 2002). Essa interagcdo baseia-se na capacidade das lectinas
se ligarem a glicoconjugados especificos, como proteoglicanos ou polissacarideos e modular a
interface célula-ambiente, influenciando as atividades celulares e promovendo o

desenvolvimento da matriz (COELHO et al., 2017).

Na perspectiva microscopica, durante a avaliacdo histologica do 14° dia, observou-se
que os grupos que foram tratados com rFTP, especificamente na dose de 0,1% desenvolveram
um epitélio mais espesso em relagdo aos grupos controle Sham e controle somente com a
biomembrana de xiloglucana. E vélido ressaltar que as doses de 0,5 e 1% também tiveram
resultados promissores, embora menores que a dose de 0,1%, indicando que, possivelmente,
doses mais altas de rFTP podem atingir um platd na capacidade de estimular a proliferagao
epitelial. O fendmeno de platd ¢ comum nos sistemas biologicos, podendo estar relacionado a
saturagdo dos receptores-alvo da lectina, ativagdo de mecanismos de feedback negativo ou a
limitagdo na sinalizagdo intracelular (KATZUNG; TREVOR, 2018). E valido considerar que
concentragdes mais altas da rFTP podem induzir sinais discretos de estresse celular ou, até
mesmo, interferir na liberagdo da lectina a partir da biomembrana, afetando a eficacia do

tratamento.
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O aumento da espessura do epitélio ¢ um indicador relevante para a cicatrizagao de
feridas, pois reflete uma maior proliferacio e organizacdo de queratinocitos, células
fundamentais para a reeptelizagcdo. A rFTP apresenta uma significativa homologia estrutural
com Artin M, uma lectina de Artocarpus integrifolia, que foi amplamente estudada por seus
efeitos bioldgicos promissores. Dentre eles, A Artin M acelerou a cicatrizacao de feridas na
mucosa oral de ratos, aumentando a proliferacdo celular, a reepitelizacao e a deposi¢ao de
colageno do tipo I (KIM, SANG YONG; NAIR, 2019). Essa capacidade esta relacionada aos

seus receptores de manose presente em queratindcitos e macrofagos (DE SOUZA et al., 2016).

E importante citar que ainda ndo ha estudos especificos que abordem a interagdo da
rFTP com queratindcitos humanos, mas a Frutalina, outra lectina derivada das sementes de
Artocarpus altilis, apresentou resultados valiosos sobre o potencial dessas proteinas em
aplicacdes dermatologicas e cicatrizantes, como curativos de celulose bacteriana, que

estimularam a migracao de fibroblastos sem causar citotoxicidade em baixas concentragdes

(DA SILVA, et al., 2024).

Outras lectinas foram associadas a uma melhora na reeptelizag@o e organizacao tecidual
em modelos murinos de feridas cutaneas, tais como a ConA, extraida de Canavalia ensiformis,
que foi capaz de melhorar a organizacdo tecidual através da diminui¢ao do infiltrado
inflamatoério e liberagao de estimulos que impulsionaram a polarizagdo de macrofagos para o
fenotipo M2 (DOS SANTOS SILVA et al., 2019). Esses estudos reforcam a hipotese que a

rFTP pode apresentar efeitos semelhantes no processo de cicatrizagdo de feridas.

Na avaliagdo microscopica do infiltrado inflamatério, observou-se um escore maior nos
grupos Sham e Controle quando comparado aos grupos tratados, indicando uma modulagdo
importante da rFTP na fase inflamatdria. Essa atenuacdo do microambiente inflamatorio ¢é
fundamental para a progressao para a fase proliferativa, levando a uma regeneracao tecidual

mais rapida e eficiente e menor risco de cronicidade (RODRIGUES, MELANIE et al., 2019).

A andlise dos resultados nos parametros de eficiéncia de reepitelizagdo, como maior
taxa de contracdo da lesdo e maior espessura epitelial, justificaram a dose de 0,1% com base
nos parametros macro € microscopicos, que revelaram sua capacidade de equilibrar
satisfatoriamente a transicdo para a fase proliferativa e resolucao da cicatrizagdo. Assim, a
investigacao dos niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias demonstrou a modulacdo quimica

que a rFTP induziu no microambiente da lesdo nas fases inflamatdrias e proliferativa.
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No que se refere as dosagens dos mediadores inflamatorios, especificamente os niveis
de TNF-a, no terceiro dia do processo cicatricial, ndo apresentaram diferengas significativas
em relagdo aos grupos Sham e controle, sugerindo que rFTP ndo altera a producdo desse
mediador na fase inflamatoria. No entanto, no sétimo dia foi observado uma redugdo
significativa dos niveis desta citocina em relagdo aos controles, indicando que a lectina

contribuiu para a modulagao do processo inflamatodrio na fase proliferativa.

Esse resultado ¢ bastante relevante, pois o TNF-a € essencial na fase inicial do processo
inflamatorio, por ser responsavel pelo recrutamento e ativagao de células imunes no local da
lesdo, bem como producdao de outros mediadores inflamatérios garantindo um processo
controlado e preparado para conter possiveis agentes patogénicos invasores. No entanto, a
presenca prolongada desse mediador pode prolongar a fase inflamatoria, gerando a sua

cronificagdo, podendo intensificar os danos teciduais associados (WEBSTER; VUCIC, 2020).

Por outro lado, a redugcdo do TNF-a no sétimo dia indica uma transi¢ao para a fase
proliferativa satisfatoria e no momento adequado, equilibrando a inflamacao e propiciando um
ambiente favoravel ao estabelecimento da fase proliferativa (YUSUF, et al., 2024). Artin M
também demonstrou capacidade de reduzir os niveis de TNF-o em modelos murinos, sendo
relacionado a uma melhora na reepitelizagdo e organizacao tecidual (KIM, YEON JUNG et al.,

2020c).

Em relacdo aos niveis de IL-1f, semelhantemente no terceiro dia, ndo apresentaram
diferengas estatisticas em relagao ao grupo Sham e Controle, indicando que a rFTP ndo interfere
na producao dessa citocina na fase inflamatdria. No sétimo dia, no entanto, houve uma redugao
significativa dos niveis desse mediador inflamatério em relagdo ao controle, sugerindo a

contribuicdo da lectina na fase intermediaria da cicatrizacao.

A IL-1B ¢ uma citocina que desempenha um papel importante na amplificacdo da
resposta inflamatoria inicial, regulando positivamente a angiogénese através do fator de
crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A) em macrofagos M2 (DOS et al.,, 2021;
SHARIFIAGHDAM et al., 2021). Dessa forma, também € crucial a modulagao dos niveis desse
mediador para garantir a transi¢ao para a fase proliferativa. A lectina ConA também foi capaz
de diminuir os niveis de IL-1p em feridas cutaneas e favorecer a fase proliferativa, promovendo

a reepitelizacdo (ARRUDA et al., 2021).

Os niveis de IL-6 no terceiro dia foram significativamente maiores nos grupos Controle

e rFTP em relacdo ao Sham, sugerindo uma ativagao mais robusta da resposta inflamatdria. No
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sétimo dia, os niveis do grupo controle permaneceram elevados, sem diferenca significativa em
relagdo ao grupo Sham, enquanto que o grupo tratado apresentou uma reducao substancial da

producdo desse mediador inflamatorio durante a fase proliferativa.

Como ja foi discutido, o estudo de De Sousa (2017) apresentou o aumento dos niveis de
IL-6 em sobrenadante de fibroblastos da pele Humana (3T3) tratados com rFTP. Neste trabalho,
foi demonstrado que a lectina interage diretamente com o receptor TRL4 e induz a produgado
desse mediador. A IL-6 desempenha um papel dual no processo de cicatrizacdo de feridas,
sendo fundamental na fase inflamatoria para estimular o recrutamento de células e a transicao
para a fase proliferativa. Porém, niveis altos dessa citocina na fase proliferativa estao associados

a fibrose e formacao de queldides (LIU et al., 2022).

Em relagdo a IL-10, no terceiro dia, os niveis foram significativamente elevados em
comparac¢do ao grupo Sham e Controle, indicando uma ativacdo precoce dessa citocina anti-
inflamatoéria. Esses niveis permaneceram elevados, sugerindo uma modulagao anti-inflamatoria
sustentada. A IL-10 desempena um papel fundamental na modulagao da inflamagao, inibindo
o recrutamento excessivo de células inflamatérias e induzindo a polarizagdo dos macrofagos
para um fenotipo anti-inflamatorio (SINGAMPALLI et al., 2020). Além disso, contribui para
a atividade dos fibroblastos e promocao da sua diferenciagdo em miofibroblastos, que ¢
essencial para a deposicao de colageno (MEI et al., 2020). Ademais, a IL-10 também induz a
promocao da angiogénese ao aumentar o recrutamento de célula progenitoras endoteliais,

impulsionando a neovascularizagao e reeptelizacdo (SHORT et al., 2022).

E importante ressaltar que o grupo controle, representado pela biomembrana de
Xiloglucana sem o ativo, demonstrou uma resposta passiva € menos eficiente quando se
compara o cenario geral dos ensaios realizados com esses grupos, sugerindo o protagonismo da
rFTP. Essa hipdtese baseia-se nos indicadores taxa de contragdo da lesdo, espessura do epitélio
e niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias com resultados mais pronunciados e favoraveis a

cicatrizagdo nos grupos tratados com rFTP em detrimento do grupo controle.

Os resultados obtidos sugerem o potencial biomédico da rFTP como uma alternativa
terapé€utica para o tratamento de feridas. No entanto, mesmo que os achados sejam promissores,
ainda € necessario a realiza¢ao de mais estudos, visando esclarecer os mecanismos moleculares
da agdo rFTP, como a investigacao de mediadores adicionais, como TGF- ¢ VEGF, bem como

o papel imunomodulador da rFTP em células imunolégicas, como macréfagos e linfocitos T.
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Dessa forma, esses estudos podem respaldar o avanco da pesquisa para ensaios clinicos

(CAMPANA et al., 2002).

Portanto, o uso de biomembranas de Xiloglucana contendo rFTP foi consideravelmente
eficaz na modulagdo do processo de cicatrizagdo em feridas excisionais de camundongos
BALB/c. A abordagem deste trabalho soma as propriedades da rFTP de interagir
especificamente com carboidratos de membrana com a biocompatibilidade e estabilidade de
biomembranas de xiloglucana, oferecendo, portanto, uma estratégia inovadora e abrindo novas

perspectivas para tratamentos promissores na medicina regenerativa (TROY et al., 2021).



76

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a frutapina recombinante (rfFTP) pode ser
considerada como um potencial agente a ser explorado para a cicatrizagdo de feridas,
demonstrando capacidade de modular a inflamagdo e aumentar da espessura epitelial,
promovendo uma cicatrizagao tecidual mais acelerada em modelos murinos. Portanto, ¢ valido
considerar a realizacdo de mais estudos experimentais para obter uma compreensdo mais
profunda dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade bioldgica da rFTP para, assim,
avangar para a aplicacdo em ensaios clinicos. Ademais, este trabalho contribui para o avango
no conhecimento biotecnologico com o desenvolvimento de ativos novos e eficazes, além

promover a sustentabilidade com a utilizacdo de um subproduto que seria descartado.
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