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RESUMO

A formacdo de um sistema vascular funcional ¢ um desafio reconhecido, com isso, a engenharia
de tecidos tem explorado estratégias quimicas e fisicas para promover a neovascularizagao. A
angiogénese induzida por biomateriais ocorre predominantemente por meio da formagdo de
novos vasos a partir de estruturas vasculares preexistentes, sendo regulada pela migragao,
prolifera¢do e diferenciacao de células endoteliais. Surgem entdo técnicas com o intuito de
induzir a revascularizagdo, dentre elas os polimeros naturais, produtos biodegradaveis capazes
de regenerar tecidos por meio da interacdo de sua biodegradacdo com células imunes. As
lectinas vegetais, por sua vez, sao capazes de modular distintas respostas celulares e apresentam
potencial angiogénico, sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que
reconhecem e se ligam reversivelmente a moléculas especificas de carboidratos. O objetivo
deste trabalho ¢ incorporar a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) em filmes de alginato e
carboximetilcelulose para promover vias de angiogénese e induzir vascularizagdo como
proposta terapéutica e farmacologica. A caracterizacdo dos filmes e os testes fisico-quimicos
demonstraram a eficiente incorporacdo da lectina ao filme, conforme observado na analise por
calorimetria diferencial de varredura e nos espectros de FT-Raman. Além da capacidade de
retencado significativamente prolongada da ConA no filme observada pela analise da atividade
hemaglutinante, os ensaios de MEV e perfil de rugosidade que demonstraram a capacidade de
adesdo dos filmes. A atividade angiogénica foi confirmada por meio do ensaio MCA e os
ensaios imuno-histoquimicos mostraram um aumento na expressao dos fatores angiogénicos
TGF-f e VEGF. Esses resultados demonstram que os biopolimeros utilizados representam uma
alternativa eficaz na inducdo da angiogénese, abrindo caminho para futuras pesquisas no

desenvolvimento de biopolimeros terapéuticos e farmacoldgicos.

Palavras-chave: ConA; biopolimeros; neovascularizagao; TGF-4; VEGF.



ABSTRACT

The formation of a functional vascular system is a recognized challenge; therefore, tissue
engineering has explored chemical and physical strategies to promote neovascularization.
Angiogenesis induced by biomaterials occurs predominantly through the formation of new
vessels from pre-existing vascular structures, regulated by the migration, proliferation, and
differentiation of endothelial cells. Techniques aimed at inducing revascularization have
emerged, including natural polymers, biodegradable products capable of regenerating tissues
through the interaction of their biodegradation with immune cells. Plant lectins, in turn, are
capable of modulating distinct cellular responses and exhibit angiogenic potential; they are
proteins or glycoproteins of non-immunological origin that recognize and reversibly bind to
specific carbohydrate molecules. The objective of this work is to incorporate the lectin from
Canavalia ensiformis (ConA) into alginate and carboxymethylcellulose films to promote
angiogenesis pathways and induce vascularization as a therapeutic and pharmacological
approach. The characterization of the films and the physicochemical tests demonstrated the
efficient incorporation of the lectin into the film, as observed in the differential scanning
calorimetry analysis and the FT-Raman spectra. In addition to the significantly prolonged
retention capacity of ConA in the film observed by the hemagglutinating activity analysis, SEM
and roughness profile assays demonstrated the adhesion capacity of the films. Angiogenic
activity was confirmed by the CAM assay, and immunohistochemical assays showed an
increase in the expression of the angiogenic factors TGF-f and VEGF. These results
demonstrate that the biopolymers used represent an effective alternative in inducing
angiogenesis, paving the way for future research in the development of therapeutic and

pharmacological biopolymers.

Key-words: ConA; biopolymers; neovascularization; TGF-4; VEGF.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os tratamentos clinicos para patologias que envolvem o processo de
angiogénese sao limitados, recorrendo principalmente a terapias medicamentosas
convencionais (Pande et al., 2010). Nesse critério, abordagens fisicas como biomateriais de
hidrogéis (Li et al., 2023), biopolimeros, scaffold (Tomi¢ et al., 2023), ceramicas (Xue et al.,
2022; Mirkhalaf et al., 2023), microesferas (Peirce; Price; Skalak, 2003) representam uma
alternativa promissora para superar as limitacdes associadas a vasculariza¢dao insuficiente
(Mastrullo et al., 2020).

Uma das principais abordagens para estimular a angiogénese baseia-se na indugao
quimica promovida pela liberacdo controlada de moléculas bioativas e de biomateriais. Os
biomateriais como os polimeros e hidrogéis sdo materiais versateis, aplicados em dareas
biomédicas, farmacéuticas e ambientais, se destacando por suas propriedades benéficas e
potencial para formar hidrogéis funcionais (Dodero et al., 2018; Kalia; Avérous, 2011).

Dentre esses biomateriais, destaca-se o alginato, um hidrogel a base de
polissacarideos amplamente utilizado na regenerag¢do de tecidos devido a sua hidrofilicidade
(Pawar; Edgar, 2012; Malektaj et al., 2023); outro ¢ a carboximetilcelulose que apresenta
interesse por sua biodegradabilidade, facilidade de producdo e funcionalizagdo e evidente
absor¢ao (Dodero et al., 2020; Tarusha et al., 2018). A caracteristica em comum destes
polimeros ¢ a biocompatibilidade, um requisito que favorece a integracdo com o tecido
hospedeiro e o processo regenerativo, pois permite reagir com os tecidos e nao ser rejeitado por

eles (Williams, 2008).

A producao de filmes a partir desses polimeros se caracteriza como finos e
transparentes que, devido a sua matriz, apresentam diversos microporos que permitem a
migra¢ao de moléculas e servem como veiculo para substancias ativas (Mohamed; El-Sakhawy;
El-Sakhawy M., 2020). A exemplo disso se tem a lectina de Canavalia ensiformes (ConA) que

apresentou eficiente com a interagcdes com polimeros de alginato (Macedo et al., 2022).

A Concanavalina A (ConA) ¢ uma lectina vegetal extraida das sementes de
Canavalia ensiformes, essa lectina apresentou estudos ja descritos com sua atividade
angiogénica em células endoteliais (Huldani et al., 2022; Li et al., 2022).

Como exemplo, Macedo e colaboradores (2022) destacam o uso de hidrogel a base
de alginato contendo ConA e o farmaco gentamicina para aplicagdes em curativos. Os
resultados que foram obtidos revelaram perspectivas promissoras no tratamento de lesdes

cutaneas, demonstrando atividade antimicrobiana eficiente.



18

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem propriedades
hemaglutinante, obtiveram reconhecimento cientifico sem precedentes devido a sua alta
especificidade e seletividade (Lei; Chang, 2009), sendo a ConA a mais representativa das
lectinas de origem vegetal.

Estratégias que envolvam a indugdo da angiogénese e vascularizagdo precisam ser
investigadas, este estudo apresenta uma alternativa atual para este problema na indugdo da
angiogénese, abrindo caminho para futuras pesquisas no desenvolvimento de biopolimeros a
base de alginato e carboximetilcelulose incorporados a moléculas de ConA como proposta

biotecnoldgica.
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2 CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais poliméricos naturais como plataformas bioativas

Hé milénios, os curativos t€ém sido empregados como estratégia fundamental para
a protecao de tecidos lesionados e principalmente como agentes na promog¢ao do processo de
cicatrizag¢do (Sen et al., 2009). Historicamente, materiais de origem natural, como o algodao,
foram amplamente utilizados como coberturas para feridas, desempenhando fungdes
primariamente fisicas como a absor¢do de exsudatos e a formac¢ao de uma barreira externa

protetora, frequentemente associada a formagao de escara (Daristotle et al., 2020).

O uso de folhas, tecidos e preparagdes naturais, representavam as primeiras
tentativas de se criar um ambiente favoravel ao reparo tecidual, constituindo uma série de
abordagens empiricas voltadas a reducdo da dor, a prevencdo de infeccdes e a aceleracdo do
fechamento tecidual, estabelecendo os fundamentos conceituais que orientaram o

desenvolvimento subsequente de sistemas de cobertura para feridas (Li et al., 2023).

Atualmente, o tratamento de feridas na pratica clinica ¢ realizado por uma ampla
variedade de curativos, que incluem desde coberturas tradicionais, como gazes, até sistemas
mais complexos, como espumas poliméricas, hidrogéis e outras matrizes funcionais (Barros
Almeida et al., 2021). Esses dispositivos tiveram uma relevante contribui¢cdo para avangos no
controle do processo cicatricial, porém sua eficidcia permanece limitada em situacdes
caracterizadas por elevada complexidade bioldgica, como feridas cronicas ou refratarias, além
de frequentemente ndo evitarem a formacao de cicatrizes permanentes em lesdes profundas
(Hesseler; Shyam, 2019). Tais limitagdes refletem a inadequagao de abordagens essencialmente

passivas frente as exigéncias dinamicas do reparo tecidual.

O avango integrado do conhecimento em biologia, quimica e engenharia de
materiais possibilitou ndo apenas a elucidagdo dos mecanismos responsaveis pelo desempenho
dos materiais naturais tradicionalmente empregados no cuidado de feridas, mas também a
proposi¢ao de estratégias para sua otimizacao racional. Esse progresso cientifico impulsionou
o desenvolvimento de biomateriais poliméricos naturais concebidos como sistemas
funcionalmente ativos, capazes de associar elevada biocompatibilidade, manutengdo controlada
da umidade e interacdo efetiva com o microambiente da ferida, promovendo condigdes mais
favoraveis ao processo cicatricial (Joyce et al., 2021).

Dessa forma, o uso de abordagens baseadas exclusivamente na formacdo de
barreiras secas retarda a proliferacdo e a migracdo de células epidérmicas e compromete a

recuperagao tecidual. Como resposta a esse problema, o uso de curativos imidos passou a ser
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amplamente recomendado como estratégia para acelerar o processo de cicatrizagdo.
Considerando que esses curativos permanecem em contato direto com o leito da ferida por
periodos prolongados, os materiais empregados devem apresentar propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas compativeis com o tecido lesionado, incluindo facilidade de remocao, capacidade
de adaptacgdo a superficie da ferida e potencial para liberacao controlada de agentes terapéuticos,
como antibioticos, visando ao tratamento de infecgdes microbianas e bacterianas (Costa et al.,
2020; Dong; Guo, 2021; Singh; Sharma; Dhiman, 2013).

As primeiras estratégias de engenharia de tecidos voltadas a regeneracao cutanea
concentraram-s¢ no uso de fatores de crescimento, células ou arcaboucgos isolados,
apresentando limitagdes significativas, como vascularizacdo deficiente, formacdo anormal de
cicatrizes e perda sensorial, o que comprometeu a eficacia do processo cicatricial (Berthiaume;
Maguire; Yarmush, 2011). Esses desafios reforcaram a necessidade de abordagens integradas
capazes de atuar de forma mais abrangente sobre os multiplos eventos bioldgicos envolvidos

na regeneracao tecidual.

Nesse cenario, o conceito de curativo avangado passou a incorporar a manutengao
ativa do microambiente da ferida. No qual, tais sistemas devem permitir trocas gasosas
adequadas, prevenir maceragdo da pele perilesional, favorecer o desbridamento autolitico e
manter equilibrio hidrico, fornecendo umidade a feridas secas e absorvendo exsudato excessivo
em feridas umidas. Além disso, devem funcionar como barreiras antimicrobianas, oferecer
isolamento térmico e, sobretudo, modular processos-chave da cicatrizacdo. Entre esses
mecanismos destacam-se a indug¢do de angiogénese em tecidos com perfusdo comprometida, a
regulagdo da resposta imune local, o estimulo a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e
queratinocitos e o controle de infecgdes, atributos centrais dos biomateriais poliméricos naturais
concebidos como plataformas bioativas (Das; Baker, 2016).

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origem ndo
medicamentosa, projetadas para interagir de forma controlada com tecidos e fluidos corporais
por um periodo prolongado e sdo capazes de reconstruir a estrutura e as funcdes de 6rgaos ou
tecidos. Sao classificados como substancias naturais ou sintéticas € possuem ampla utilizagdo
em dispositivos médicos, sistemas de liberacdo de farmacos direcionados e praticas clinicas
devido as suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas unicas (Prasathkumar; Sadhasivam,
2021).

Dentro desse grupo, os biomateriais poliméricos naturais t€ém recebido destaque por

serem materiais que apresentam, boa renovabilidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade,
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e devido a isso sdo amplamente utilizados em diversas areas biomédicas, como engenharia de
tecidos, reparo de traumas, liberacdo de farmacos e dispositivos médicos implantaveis (Zhang
et al., 2024). Outra vantagem dos polimeros ¢ a sua flexibilidade em termos de topologia,
dimensdes e composi¢ao quimica o que os torna substancias adequadas para atuarem como um
sistema de liberagdo de farmacos, potencializando a cicatriza¢do de feridas (Oliveira et al.,

2023).

No grupo dos polimeros naturais estdo os acidos nucleicos (DNA/RNA),
polissacarideos (glicosaminoglicanos, celulose, metilcelulose, amilose, quitina, amido,
dextrana, agarose ¢ alginato), proteinas (coldgeno, seda, elastina, gelatina, queratina, titina,
fibrina e mucina), lipidios e macromoléculas complexas, como os proteoglicanos (agrecan,
versican, neurocan e lumican) (Joyce etal.,2021). Estes polimeros naturais sdo frequentemente
extraidos de fontes orgédnicas como plantas, algas, microrganismos ou animais (Satchanska;
Davidova; Petrov, 2024). O que torna uma vantagem devido & sua semelhangca com os
componentes da matriz extracelular (MEC), evitando rea¢des imunoldgicas crdnicas e

toxicidade, frequentemente observadas com polimeros sintéticos (Aravamudhan et al., 2014).

Figura 1. Representagdo dos biomateriais naturais utilizados como plataformas bioativas ao longo dos

anos.

* Protecio Mecinica: # Barreira Fisica: ¢ Protecio esténl; e Microambiente 1deal:
¢ Cobertura Natural: ¢ Controle do exsudato; # Controle cicatrizacio; e Cicatrizacio ativa;
+ Alivio da dor. ¢ Absorcio de fluidos. ¢ Padronizacio. s Regeneracdo Tecidual

Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

2.2 Alginato em aplicacdes biomédicas

O alginato ¢ um polissacarideo natural encontrado em algas marrons e bactérias,
sua composicdo se da por meio de residuos de acido a-L-gulurénico (G) e acido S-D-
manurdnico (M) dispostos linearmente em ligagdes f-1,4-glicosidicas, ele é considerado um
biomaterial por suas caracteristicas biocompativeis, biodegraddveis, de baixo custo e de facil

disponibilidade (Paques et al., 2014). Em bactérias, a sua principal funcao refere-se a formagao
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de uma cépsula protetora, que auxilia na formagdo de biofilme e consequentemente facilita a
adesdo e a colonizacdo (Hay et al., 2013). Nas algas, o alginato atua na parede celular
promovendo flexibilidade e estrutura (Venkatesan et al., 2014).

Devido a sua alta biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, condigdes de
gelificagdo brandas e propriedades fisico-quimicas ajustaveis, os sistemas a base de alginato
tém sido amplamente explorados em aplicagdes biomédicas, sobretudo na engenharia de
tecidos, curativos, plataformas de liberacdo de farmacos e medicina regenerativa. Além de seu
perfil de seguranga favoravel, o alginato exibe uma capacidade nica de reter 4gua e manter um
microambiente hidratado, o que é fundamental para a proliferacdo e migracdo celular, além de
atuar na promog¢ao do reparo tecidual com maior agilidade (Satchanska; Davidova; Petrov,

2024).

Em relacdo a sua estrutura, o desempenho biomédico do alginato ¢ influenciado
pela distribuicdo relativa e pela propor¢do de residuos de dcido M e G ao longo da cadeia
polimérica (Fernando et al., 2020). A modulagdo da razdo M/G e da densidade de reticulacao
possibilita o controle preciso de propriedades-chave do material, incluindo resisténcia
mecanica, porosidade, comportamento de intumescimento e taxa de degradacdo (Abka-
khajouei et al., 2022). Alginatos ricos em G geralmente produzem géis mais rigidos e
quebradicos, enquanto composigdes ricas em M produzem matrizes mais macias e elasticas.
Essas caracteristicas ajustaveis sdo particularmente relevantes em contextos biomédicos, pois
influenciam a adesao celular, a migragado e a difusdo de nutrientes dentro da matriz (Ren et al.,

2024; Zheng et al., 2023).

O alginato € um dos constituintes mais dominantes de estruturas dérmicas bioativas
(Torres et al., 2019). No estudo de medicina regenerativa, o alginato de forma isolada tem sido
utilizado em diversas formulag¢des, como hidrogéis, estruturas, filmes, microesferas e fibras,
porém apesar de toda sua biocompatibilidade, o alginato de forma isolada apresenta enorme
desvantagens, ao formar um gel macio, o que limita sua resisténcia mecanica, tornando-o
inadequado para aplicacdes que exigem sustentacdo de carga ou regeneracdo de tecidos moles
sem refor¢o (Axpe; Oyen, 2016). Devido a esse fato pesquisas t€ém apostado no uso de forma
sinérgica com outros biopolimeros que juntos favorecam o processo de cicatriza¢do e outras
acoes bioldgicas (Tomi€ et al., 2023).

Atualmente, as pesquisas com alginato se concentram em diversos eixos e
aplicabilidades. Os hidrogéis de alginato tém sido explorados como veiculo, utilizado para

melhorar a utilizacao de medicamentos, através de sistemas de liberacao de farmacos, incluindo
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aplicagdes em terapias anticancer, nas quais sua capacidade de encapsulacdo, protecdo e
liberagdo controlada de moléculas bioativas contribui para o aumento da eficacia terapéutica e
a reducdo de efeitos colaterais sist€émicos (Shanmugapriya; Kim; Kang, 2020). Sendo
aproveitado para carrear nanomateriais como, nanotubos (Zolfagharian et al., 2023);
nanoparticulas (Liu et al., 2021) entre outros biomateriais que auxiliam numa lenta e controlada

liberagdo farmacologica.

Na medicina regenerativa, membranas a base de alginato tém sido empregadas
como curativos bioativos, incluindo sistemas com propriedades antimicrobianas e capacidade
de liberagdo controlada de agentes terapéuticos, além de serem uteis no campo da engenharia
de tecidos, como matriz tridimensional para suporte celular, com aplicagdes que abrangem
desde a regeneragdo de tecidos moles até estratégias voltadas a reconstrucao de tecidos mais
complexos, como tecido dsseo e cartilaginoso (Portnov; Shulimzon; Zilberman, 2017; Rezvani

Ghomi et al., 2019; Xue et al., 2022).

Esses avangos reforcam o papel do alginato ndo apenas como um biomaterial
consolidado, mas como uma plataforma dindmica em constante evolucdo, cuja versatilidade

sustenta sua ampla investigagcdo em contextos terapéuticos emergentes ¢ consolidados.

Figura 2. Estrutura quimica do alginato.
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Fonte: Adaptado de Mustafa et al. (2024).
2.3 Carboximetilcelulose em aplicacoes biomédicas

Além do alginato outros biopolimeros tém sido frequentemente investigados como

plataformas bioativas para aplicagdes biomédicas, como ¢ o caso da carboximetilcelulose
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(CMC). Considerado um dos polissacarideos mais importantes, sua formagao se da por meio
da modificagdo da celulose obtida pela substitui¢do parcial dos grupos hidroxila da cadeia de
glicopiranose por grupos carboximetil, principalmente nos carbonos C2, C3 e C6, no qual essa
modificagdo confere carga negativa as cadeias poliméricas, aumentando sua hidrofilicidade,
solubilidade em agua e capacidade de intumescimento, além de favorecer a formagao de redes
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio (Kanikireddy et al., 2020).

Assim como o alginato, a estrutura do CMC lhe confere propriedades importantes
para diversas atividades biologicas, tais como, biocompatibilidade, hidrofilicidade, resisténcia
mecanica, permeabilidade ao oxigénio, reten¢do de umidade, adesdo tecidual, baixa toxicidade
(Zhong et al., 2025). Essas caracteristicas conferem ao CMC a atuagdo como matriz funcional
em aplicagdes de engenharia de tecidos, aplicacdes de farmacos, regeneracdo tecidual,
curativos, acao antimicrobiana (Yang et al., 2023) e até mesmo na agricultura (Akalin; Pulat,

2020).

Figura 3. Estrutura quimica da carboximetilcelulose sodica e suas aplicagdes biologicas.
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2.4 Alginato e carboximetilcelulose combinados em aplicacdes biomédicas
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A combinagdo do alginato e CMC tém se consolidado como uma estratégia
eficiente para o desenvolvimento de matrizes poliméricas bioativas com propriedades
emergentes superiores as observadas nos sistemas individuais. Esses dois biopolimeros se
complementam através de suas caracteristicas estruturais, resultando em redes poliméricas
interpenetrantes capazes de integrar elevada capacidade de reteng¢do hidrica, estabilidade
estrutural em ambientes altamente hidratados e desempenho mecanico ajustavel (Morozkina et
al., 2022).

Além disso, as estruturas quimicas, decorrentes da presenca de grupos anidnicos ao
longo das cadeias poliméricas favorece interagdes fisicas com biomoléculas e agentes
terapéuticos, permitindo a modulagdo do microambiente bioldgico e o controle funcional da

liberagao de ativos (Hosseini et al., 2024).

Figura 4. Representacdo grafica de hidrogéis e compostos bioativos utilizados na cicatrizagdo

de lesOes cutaneas.
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Fonte: Autor. Créditos: Biorender.

2.5 Angiogénese e limitagdes de terapias convencionais

O crescimento e a regressao insuficientes dos vasos sanguineos contribuem para
inimeras doencas, desde infarto do miocardio e acidente vascular cerebral até
neurodegeneracao. Por outro lado, o crescimento descontrolado dos vasos promove a
tumorigénese e doencas oculares, como a degeneracdo macular relacionada a idade.
Historicamente, isso levou ao desenvolvimento de conceitos de terapia pro- e antiangiogénica,
visando restaurar densidades vasculares adequadas (Schierling et al., 2009).

Na angiogénese, existe um limite para o quanto um tecido pode se expandir sem a

geracdo de novos vasos sanguineos para fornecer oxigénio e nutrientes (Folkman 1995). Os
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tecidos circundantes precisam produzir fatores de crescimento pro-angiogénicos, como o fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
essencial para a formagdo e manutengdo das redes vasculares, por meio de um processo
frequentemente denominado de transi¢do angiogénica (Hanahan; Folkman, 1996; Koch;

Claesson-Welsh, 2012).

A notoriedade da angiogénese despertou entdo a esperanca de que a manipulagao
desse processo pudesse oferecer oportunidades terapéuticas (Folkman, 1971). Apesar dos
esfor¢os para estimular terapeuticamente a angiogénese por meio de fatores pro-angiogénicos,
a maioria dos ensaios clinicos ndo atingiu essas expectativas. Estratégias alternativas, baseadas
em terapias celulares pro-angiogénicas ou no direcionamento de microRNAs, oferecem novas

oportunidades, mas ainda estdo em desenvolvimento (pré-)clinico (Doebele et al., 2010).

A importancia fundamental da formag¢ao de vasos sanguineos no desenvolvimento,
na fisiologia normal e nas doengas fez da angiogénese um amplo campo de estudo; assim, a
compreensdo dos mecanismos da angiogénese, para a qual uma grande variedade de bioensaios
disponiveis tem sido fundamental, esta atualmente orientando o desenvolvimento de novos
tratamentos para diversas doencas (Nowak-Sliwinska et al., 2018; Bonanini et al., 2022;

Dudley; Griffioen, 2023).

A isquemia por exemplo, ¢ definida como a restrigdo do suprimento sanguineo em
um tecido, levando a escassez de oxigénio e a privacao de nutrientes devido a incapacidade de
remover residuos metabolicos. E frequentemente causada por disfungdo microvascular, como a
associada ao diabetes, hipotensdo e anemia falciforme, ou por suprimento sanguineo
insuficiente devido a vasoconstri¢ao, malformagdes vasculares, trombose ou embolia, como as
relacionadas a aterosclerose; também pode ser causada por trauma, intervengao farmacologica
ou por causas iatrogénicas, como radioterapia ou cirurgia redutora (Kalogeris et al., 2012). A
promogao terapéutica da angiogénese pela administragdo de VEGFA (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular A) €, portanto, uma abordagem em casos de isquemia aguda (Han et al.,

2023; Shimizu et al., 2023).

No caso da cicatrizagdo de feridas, um processo altamente orquestrado que se
resolve com a formagdo de cicatriz, a angiogénese prejudicada estd na base da falha na
cicatrizagdo de feridas cronicas, como ulceras diabéticas. Mesmo tumores soOlidos sao
frequentemente descritos como “feridas que nunca cicatrizam” devido a uma resposta

inflamatoéria latente e ndo resolutiva (Dvorak, 1986).



27

O papel da angiogénese ¢ notavelmente diferente na cicatrizacdo deficiente de
feridas e em doengas como infarto do miocérdio, isquemia de membros ou acidente vascular
cerebral, caracterizadas por perfusdo tecidual inadequada e formacao de tecidos isquémicos

(Fadini et al., 2019).

O reparo da zona hipoxica requer uma resposta pro-angiogénica robusta, definida
por uma resposta inflamatoria acentuada, na ativagdo de células imunes, biossintese de citocinas
pré-inflamatorias, liberagdo de fatores de crescimento pro-angiogénicos (VEGF, TGF-£ (Fator
de Crescimento Transformador beta)), PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas) ou
niveis aumentados de MMPs (Metaloproteinases da Matriz) e NO (Oxido Nitrico), entre outros
mediadores. No entanto, a angiogénese enddgena pode ser limitada (por exemplo, devido a
complicagdes comumente associadas, a idade avangada, diabetes ou aterosclerose), levando,
assim, a uma remodelagdo ineficiente, cicatrizagdo dos tecidos afetados e efeitos indesejaveis
a longo prazo (Fadini et al., 2019).

A formagdo insuficiente de vasos sanguineos ¢ de grande interesse no que diz
respeito as terapias pro-angiogénicas. Tecidos enxertados como 0sso, pele e tecido adiposo,
frequentemente ndo prosperam devido a vascularizagdo deficiente, isto €, a neovascularizacao
(Barker; Markmann, 2013). Os estudos pioneiros liderados por Folkman (1971) e Isner et al.
(1996) colocaram a angiogénese em destaque como alvo para terapias promissora contra danos

isquémicos no nivel cardiovascular.

Desde entdo, progressos significativos foram alcangados na busca por moléculas,
isto ¢, fatores de crescimento como o VEGF que regulam a angiogénese. O estudo dos
mecanismos moleculares da formacdo de vasos sanguineos e a identificacdo de alvos
terapéuticos estabeleceram a base das terapias antiangiogénicas e pro-angiogénicas atuais

(Carmeliet; Jain, 2011; Liu et al., 2023).

Apesar dos grandes avangos farmacoldgicos alcangados como as terapias pro-
angiogénicas celulares e do grande nimero de ensaios clinicos, ainda existe eficacia terapéutica
questionavel (resisténcia a medicamentos ou efeitos adversos e fora do alvo) dos tratamentos
clinicamente aprovados (Liu, 2023).

Com isso, tornou-se evidente que as densidades vasculares ndo podem mais ser
consideradas separadamente da funcdo vascular ao se projetar terapias angiogénicas. E os
conhecimentos sobre a angiogénese patologica, que orientardo futuras abordagens diagnosticas
e terapéuticas, se concentrardo cada vez mais na qualidade funcional dos vasos e seus efeitos

no metabolismo local, em vez de apenas na quantidade de vasos (Potente; Gerhardt; Carmeliet,
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2011). As limitagdes das atuais terapias prdé-angiogé€nicas incentivam a busca por novas
abordagens na modulagdo e da formagdo de novos vasos sanguineos, de acordo com cada

contexto fisiologico (Avila-Galvez et al., 2025).

2.6 Alternativas baseadas em biomateriais para estimulo angiogénico

A angiogénese induzida por biomateriais ocorre predominantemente por meio da
formagao de novos vasos a partir de estruturas vasculares preexistentes, sendo regulada pela
migragdo, proliferagdo e diferenciacao de células endoteliais (Xiao et al., 2015).

Uma das principais abordagens para estimular a angiogénese baseia-se na indugao
quimica promovida pela liberagdo controlada de moléculas bioativas e ions a partir de
biomateriais. Fatores de crescimento angiogénicos, como VEGF, FGF, PDGF e TGF-f, tém
sido amplamente estudados devido a sua capacidade de regular o comportamento de células
endoteliais e osteogénicas, promovendo a formagao de redes vasculares funcionais (Mastrullo

et al., 2020).

Os biomateriais sao utilizados em diversas aplicagdes de engenharia de tecidos e
administracdo de fdirmacos para promover a angiogénese e, consequentemente, influenciar a
regeneragdo de tecidos e 6rgaos no corpo (Yamamoto; Rafii; Rabbany, 2014). Sao compostos
naturais, sintéticos ou semissintéticos desenvolvidos especificamente para serem introduzidos

em tecidos vivos sem provocar rejeigao imunologica (Annese; Tamma; Ribatti, 2023).

Curiosamente, diversos estudos utilizam biomateriais para demonstrar o papel
das células imunes na modulac¢do da comunicagao intercelular heterotipica (Spiller et al, 2015)
e da vascularizagdo na melhoria da regeneragdo que levou ao desenvolvimento de diversos
biomateriais com elementos de design pré-angiogénicos e regenerativos combinados para a
recuperacdo da func¢do parenquimatosa especifica do tecido. Foram desenvolvidos para varios
sistemas teciduais, incluindo ilhotas pancreaticas, tecido neural e sistema musculoesquelético
(Ngo; Harley, 2020).

Os biomateriais emergiram como uma estratégia fundamental na engenharia de
tecido 6sseo, modulando precisamente a diferenciacdo de células-tronco para alcangar fungdes
osteogénicas e angiogénicas coordenadas. Estudos recentes destacaram a importancia do
microambiente dsseo na promog¢do da diferenciagdo  de células  progenitoras
endoteliais em células endoteliais vasculares, enfatizando ainda mais a importancia dos
biomateriais na orquestracdo da angiogénese juntamente com a osteogénese (Mahapatra et al.,

2022; Yang et al., 2023).
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Os microambientes teciduais contém sinais biofisicos, bioquimicos e metabdlicos
distintos que podem influenciar diretamente o comportamento celular ou indiretamente na
sinalizagdo de forma a direcionar uma ampla gama de resultados fenotipicos (Scadden, 2006;
Lane; Williams; Watt, 2014).

O nicho vascular, que ¢ o microambiente imediatamente circundante a vasculatura,
tem sido implicado no suporte a varios processos bioldgicos, dentre eles, regeneracao tecidual,
manutengdo de células-tronco e progressao do cancer. Esses conhecimento evidencia o nicho
vascular nos processos regenerativos e a integracdo de componentes do nicho com plataformas

de biomateriais (Bezenah; Kong; Putnam, 2018).

Tais tecnologias utilizam por exemplo, células-tronco pluripotentes induzidas (iPS)
que podem eventualmente permitir o desenvolvimento dessas plataformas a partir de células
derivadas de pacientes e seriam particularmente valiosas como modelos de doengas (Chen et
al., 2010; Ngo; Harley, 2020).

Considerados sistemas avancados de biomateriais, podem fornecer suporte
estrutural e regulacdo bioldgica, com desenvolvimentos recentes incorporando ceramicas

bioativas, polimeros biodegradaveis e compositos com fatores de crescimento (Xue et al., 2022;

Mirkhalaf et al., 2023).

2.6.1 Polimeros sintéticos no estimulo angiogénico

Os polimeros sintéticos sao materiais formados por longas cadeias de moléculas
que sao criadas artificialmente através de processos quimicos (Davoodi et al., 2024). Destes
biomateriais, os inorganicos nao metalicos oferecem vantagens para a regeneragdo Ossea. No
entanto, seu uso clinico ¢ desafiado pela fragilidade e vascularizagdo limitada, o que exige
compositos para melhorar a resisténcia mecéanica e a angiogénese. Neste sentido, as ceramicas
de fosfato de calcio degradam-se lentamente, dificultando a remodelagcdo, enquanto as
ceramicas de silicato e 0 MBG (grafeno modificado com metal) necessitam de dissolucao
controlada para prevenir a inflamac¢do. Moléculas bioativas aprimoram esses materiais,
combinando suporte estrutural com modulacao biologica (Yang et al., 2023).

Como exemplo, uma proteina de fusdo VEGF ligadora de colageno que demonstrou
melhor retencdo em biomateriais de suporte a base de coldgeno em comparacdo com VEGF
isoladamente e mostrou promover angiogénese no coragao isquémico (Zhang et al., 2009).

Por outro lado, pesquisas com biomateriais do sistema de hidrogel tém a capacidade

de funcionar como plataformas de liberagdo de farmacos devido a sua capacidade de serem
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dopados com moléculas bioativas e protegidos da degradacdo rapida in vivo, promovendo
assim a regeneracao tecidual a longo prazo. A injecao de particulas de hidrogel carregadas com
SLIT3 demonstrou promover a angiogénese do tipo H e melhorar a integragdo tendao-osso (Li

etal., 2023).

Ainda observando estudos de biomateriais utilizados para o carregamento de
farmacos, um filme multicamadas com propriedades osteogénicas e angiogénicas foi criado
sobre um substrato de titanio puro através da montagem sequencial de quitosana enxertada com
[-ciclodextrina e gelatina carregada com pitavastatina. O material ndo s6 promoveu a expressao
de genes e proteinas relacionados a osteogénese em células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVECsS), como também facilitou a expressdo de genes e proteinas relacionados a

angiogénese, incluindo VEGF, em células-tronco mesenquimais (MSCs) (Chen et al., 2022).

Dada a importancia dos hidrogéis no dominio da engenharia de tecidos nos tltimos
anos. A classificagdo dos hidrogéis ¢ determinada principalmente pelo tipo de biomaterial que
os compde (Li et al., 2025), sendo os biomateriais sintéticos compostos por acido como
poli(acido latico) (PLA), poli(acido hidroxiglicélico) (PGA), poli(caprolactona) (PCL) e
seus copolimeros; estes emergiram como componentes essenciais na area da engenharia de

tecidos 0sseos (Liu; Thomopoulos; Xia, 2012).

Trabalhos como os de Li et al. (2025) prepararam GelMA carregado com
exossomos derivados de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo hipoplasico
(hypo-ADSC-Exos) incorporando exossomos na estrutura porosa do hidrogel. A quantidade de
formacdo Ossea na regido da fratura osteopordtica foi bem pronunciada. E as andlises de
angiografia e imunofluorescéncia indicaram regeneracao substancial de vasos do tipo H na
regido da fratura, sugerindo que o encapsulamento de exossomos dentro do hidrogel aumentou

sua funcionalidade pré-angiogénica do tipo H.

Outro tipo de biomaterial € a combinagdo de microesferas de PLGA encapsulando
um fator angiogénico com outro andaime poroso de PLGA incorporando outro fator
angiogénico permite a entrega sequencial de fatores angiogénicos, como VEGF e
angiopoietina-I (Peirce; Price; Skalak, 2003), VEGF e PDGF-BB (Richardson et al., 2001) ou
FGF-2 e PDGF-BB (Cao et al., 2003), para promover a formacdo de vasos mais maduros e
estaveis do que a entrega simultanea dos fatores angiogénicos.

Ha hidrogéis de PEG por reticulagdo com ligantes clivaveis, como peptideos
clivaveis por metaloproteinases da matriz, nos quais demonstraram a liberagdo de VEGF sob

demanda celular e o subsequente crescimento celular no hidrogel de PEG (Zisch et al., 2003).
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Além deste, um peptideo mimético de VEGF de adesao celular de Arg-Gly-Asp e um peptideo
clivavel por colagenase em hidrogéis de diacrilato de PEG usando um ligante de éster

succinimidil mostraram a angiogénese promovida no hidrogel (Leslie-Barbick et al., 2011).

Estudos demonstraram ainda que um gradiente de concentragdo local de SDF-1
gerado por hidrogéis de PEG contendo um glicosaminoglicano sulfatado poderia aumentar o

recrutamento de EPCs circulantes e a angiogénese subsequente in vivo (Prokoph et al., 2012).

A vascularizagdo em biomateriais sintéticos, como o poli(etileno glicol) (PEG), tem
sido uma area de foco, particularmente para estratégias de medicina regenerativa (Moon et al.,

2010; Brown et al., 2020).

2.6.2 Polimeros naturais no estimulo angiogénico

Além dos biomateriais sintéticos, uma estratégia atraente invoca compostos
naturais como alternativa aos tratamentos farmacologicos atuais, gragas ao seu potencial de
eficacia e toxicidade reduzida. Os materiais de origem natural utilizados para vasculariza¢ao
incluem fibrina e colageno. O colageno ¢ ubiquo em diversos microambientes teciduais e,
portanto, ¢ excelente para estrutura e composi¢do da MEC. O coldgeno promove a formacao da
rede endotelial em geral e também tem sido utilizado para desenvolver modelos de

vascularizagdo especificos de tecidos (Cruz et al., 2020, Crosby et al., 2020).

Certos biomateriais naturais estdo sendo estudados para regeneracdo neural,
representando uma terapia potencial para pacientes que sofreram um AVC (acidente vascular
cerebral) ou para pacientes com doencas neurodegenerativas. A densa rede vascular associada
ao tecido fisioldgico motiva esforgos que visam aprimorar os processos vasculogénicos para

auxiliar na cicatrizagdo (Garreta et al., 2024).

O impacto de hidrogéis de origem natural tem sido amplamente estudado em
diferentes tipos de células-tronco, mas existem poucos relatos sobre seus efeitos em agregados
e organoides. Nesse contexto, hidrogéis derivados de rim, juntamente com o uso de VEGF
soluvel, demonstraram recentemente atuar como fonte primaria de vascularizagdo durante a
derivagdao de organoides renais a partir de células-tronco pluripotentes humanas (hPSC).
Resultados como este, comprovam a capacidade dos hidrogéis derivados de MEC renal de
potencializar a habilidade das células progenitoras renais derivadas de hPSC de se auto-
organizarem de forma robusta e originarem estruturas multicelulares complexas, incluindo um

componente vascular (Garreta et al., 2024).
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Estudos de Moshayedi et al. (2016) desenvolveram um hidrogel de HA (4cido
salicilico) com sitios de ligagdo integrados para fibronectina (RGD) e laminina (YIGSR e
IKVAV) e um agente de reticulagcao degradavel por MMP, que pode ser injetado na cavidade
do AVC em camundongos para fornecer células progenitoras neurais derivadas de células-

tronco pluripotentes induzidas (iPS-NPCs).

Ja em um estudo focado na regeneracao muscular, géis de alginato incorporando
VEGF e IGF1 foram injetados em camundongos com isquemia do membro posterior (Borselli
et al., 2010). A administragdo de hidrogéis contendo ambos os fatores de crescimento levam a
um aumento da massa muscular pds-lesdo em comparagdo com camundongos que receberam
um hidrogel sem VEGF, juntamente com aumento da vascularizagdo e perfusdo. Este sistema
de biomaterial também suporta a regeneragdo da jun¢do neuromuscular, e o aumento da forga
de contragdo muscular pos-tratamento confirma a funcionalidade do musculo regenerado com

a administra¢do combinada de VEGF e IGF1 (Ngo; Harley, 2020).

Pesquisas relacionados a biomateriais a partir de polimeros naturais ligados a
ensaios in vivo como o de Yu et al. (2009) mostraram a inje¢do intramiocardica in vivo de
alginato i6nico e compararam com cola de fibrina; perceberam que houve aumento da

arteriogénese tanto no alginato quanto na cola de fibrina.

Outros estudos apresentam a adi¢dao de CS (quitosana) em géis macios como o Alg
(alginato) aumentaram a eficécia terapéutica do compdsito devido a forte estabilidade mecanica
da CS. Demonstrou-se que a CS melhora o enxerto e a sobrevivéncia celular, contribuindo para
o reparo miocardico. A inje¢do intramiocardica precoce de Alg-CS preservou a espessura da
cicatriz, atenuou a expansao do infarto, reduziu a fibrose cicatricial, aumentou a angiogénese ¢

o recrutamento de reparo endogeno na zona do infarto (Patel et al., 2021).

Pesquisas de Bai et al. (2014) com um novo hidrogel de alginato oxidado e gelatina,
reticulado por uma reagao de base de Schiff, exibiram maior resisténcia mecanica, angiogénese
e maior capacidade de recrutamento celular quando comparado ao alginato reticulado com
calcio.

A relevancia da angiogénese para a recuperacdo tecidual também pode ser
observada em contextos de cicatrizacdo comprometida. As dificuldades associadas a
cicatrizacdo de feridas cronicas tém sido atribuidas, principalmente, a falta de angiogénese,
reforgando o papel central da formacao de novos vasos sanguineos nos processos de reparo e

regeneragao tecidual (Pazyar et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517323006531?via%3Dihub#b1260
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Como exemplo, Rabbany e colaboradores (2010), utilizaram um adesivo de
hidrogel de alginato para administrar SDF-1, demonstraram a aceleragdo da cicatrizagdo e a
redugdo da formagao de cicatrizes em um modelo animal que mimetiza de perto a cicatrizagao

de feridas em humanos.

Alguns modelos, isto €, ensaios laboratoriais sao utilizados em combinagdo com os
polimeros naturais para inducao da angiogénese. O ensaio da membrana corioalantoide (MCA)
do embrido de galinha representa um procedimento simples € econdmico, no qual ¢ muito
utilizado em ensaios in vivo para o estudo da angiogénese pois possui uma rede capilar muito

densa (Ribatti, 2008; Ribatti, 2010).

2.6.3 Ensaio da membrana corioalantoide como modelo para anilises em polimeros

naturais

Diversos compostos t€m sido relatados como estimuladores da angiogénese MCA.
Esses compostos incluem fatores de crescimento, horménios, moléculas naturais, gases,
compostos organometalicos, moléculas pro-angiogénicas, antibidticos, anticorpos e pequenas
moléculas sintéticas. O agente de teste ¢ geralmente introduzido na forma de pequenos discos
de filtro ou material polimerizado, como metilcelulose, alginato, esponja de gelatina e até
mesmo polimero sintético bioldgico (Ribatti, 2008).

A grande vantagem ¢ que a janela do ovo permite a inspe¢ao visual do implante no
local de teste (Leene et al., 1973). E uma ferramenta valiosa para estudar o crescimento e a
distribuicao de vasos em estruturas compostas por biomateriais apropriados e populagdes de
células-tronco utilizadas em abordagens regenerativas baseadas em células (Woloszyk et al.,
2016).

A membrana corioalantoide tem sido usada com sucesso como um ensaio de
trlagem para a resposta biologica a biomateriais € como uma alternativa aos modelos
animais tradicionais, tornando-se parte integrante do processo de teste para o desenvolvimento
de potenciais biomateriais (Annese; Tamma; Ribatti, 2023).

Embora diferentes abordagens tenham sido investigadas ao longo dos anos para
promover a neovascularizacdo em enxertos de engenharia tecidual, o desenvolvimento de
biomateriais capazes de guiar de forma integrada a regeneragdo tecidual e a formacao de uma
rede vascular complexa ainda representa um desafio significativo (Ellermann et al., 2023).
Tendo em vista esses critérios, pesquisas como essas evidenciam o interesse e essencialidade

em desenvolver biomateriais inteligentes que possam modular o microambiente, aprimorando
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a vascularizagdo, a formagao dssea e integracao tecidual (Santos et al., 2009), assim como a

possibilidade da inser¢do de novos farmacos.

2.6 Classificacao estrutural das lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunologica, capazes de
reconhecer e ligar-se reversivelmente a moléculas de carboidratos especificas, tendo a
capacidade de modular distintas respostas celulares (Lam; Ng, 2010). Estdo extensivamente
distribuidas no reino vegetal; constituindo principalmente as familias Leguminosae, Algae,
Euphorbiaceae, Gramineae, dentre outras. A familia Leguminosae tem o maior grupo de
lectinas bem caracterizadas, apresentam uma variedade de especificidade de carboidratos
(Ingale; Hivrale, 2013), elas podem ser encontradas em tecidos vegetais, como folhas (Ratanapo
et al., 2001), raizes (Peumans et al., 1997; Van Damme et al., 1997), tubérculos (Suseelan et

al., 2002), latex, néctar, flores (Seshagirirao; Prasad, 1995) e frutos (Sampietro et al., 2001).

Além disso, demonstram ser importantes instrumentos em diversas areas da ciéncia,
com énfase, em processos médicos, quimicos e bioldgicos, distribuidas na natureza, desde

microorganismos, plantas e animais (Ximenes, 2009).

Anadlises de genoma e transcriptoma de plantas forneceram evidéncias para a
ocorréncia de muitas proteinas contendo um ou mais dominios de lectina incorporados em uma
arquitetura de multiplos dominios mais ou menos complexa (Van Damme et al., 2008).
Complexidade e heterogeneidade, ¢ preferivel considerar a classe de lectinas vegetais em
termos dos dominios de ligacdo a carboidratos presentes nessas proteinas (Vandenborre;

Smagghe; Van Damme, 2011).

De acordo com Van Damme et al. (1998), as lectinas extraidas a partir de vegetais
sao classificadas considerando suas habilidades de reconhecimento e especificidade de ligagao
de maneira reversivel aos carboidratos e seus aspectos estruturais, estando organizadas em
quatro grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas sdo proteinas que apresentam em sua estrutura apenas um dominio
ligante de carboidrato, sendo incapazes de aglutinar eritrocitos ou precipitar glicoconjugados,
visto que, sdo monovalentes; por exemplo, tem-se a Hevea brasiliensis (Van Parijs et al., 1991).

As hololectinas por sua vez, possuem pelo menos dois dominios de ligacdo a
carboidratos idénticos e semelhantes. Sdo divalentes e multivalentes por natureza, elas causam
aglutinacao de células e precipitacdo de glicoconjugados. A maioria das lectinas compreende

esta classe, entre elas, as espécies da subtribo Diocleinae (Cavada et al., 2001).
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As superlectinas sdo uma classe distinta de hololectinas e também sdo consideradas
um grupo especial de quimerolectinas; elas possuem dois dominios de ligacdo a carboidratos
nao idénticos que reconhecem agucares estruturalmente diferentes. Por exemplo, a lectina do
bulbo de tulipa TxLCI, que contém dois dominios de liga¢ao a carboidratos distintos, que se
ligam especificamente a residuos de agticar de manose e GalNAc ( N-acetilgalactosamina) (Van

Damme et al., 1997).

Finalizando, as quimerolectinas ndo contém dominios de carboidratos propriamente
ditos, mas sdo proteinas 'quiméricas' que possuem um dominio de ligacdo a carboidratos
marcado com outro dominio que possui atividade enzimatica. O dominio enzimatico opera
independentemente do dominio de ligacdo a carboidratos. De acordo com o numero de
dominios ligantes a carboidratos, esta classe de lectinas pode ser considerada como merolecinas
ou hololectinas. Como exemplo, se tem as proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) do tipo
2 que sao multivalentes, aglutinam células facilmente enquanto as quitinases vegetais da classe
I, por serem monovalentes, ndo possuem essa atividade (Barbieri; Battelli; Estribo, 1993;

Collinge et al., 1993; Peumans; Van Damme, 1998).

2.6.1 Lectina de Canavalia ensiformes — ConA

A lectina ConA foi decifrada como uma glicoproteina de defesa, isolada das
sementes do feijao-de-porco (Huldani et al., 2022; Wang et al., 1975), foi a primeira purificacao
de lectina realizada em 1919 por James Sumner, a partir de sementes de Canavalia ensiformis.
Sumner isolou uma proteina que denominou de Concanavalina A (ConA) (Sumner 1919), deste
modo obteve-se a primeira hemaglutinina pura, terminologia que ao logo dos anos tornou-se
“lectina”, termo generalizado para todas aquelas proteinas que possuissem a capacidade de
aglutinar células ou precipitar polissacarideos e glicoproteinas (Sharon; Lis, 1972), ocorrendo

inibi¢ao desta atividade por carboidratos (Riidiger, 1998).

A ConA tem alta especificidade por moléculas como a-D-Man, a-D-Glu e f-D-Fru
(Badr et al., 2014), sua capacidade de ligagdo aos glicanos determina sua mitogenicidade e
fungdes bioldgicas. Desde sua descoberta despertou interesse mitogénico para linfocitos
(Powell; Leon, 1970); atualmente ¢ amplamente investigada e estudada para terapias e
inovagdes biomédicas, como discriminar células normais e cancerosas, induzir angiogénese,
autofagia e apoptose, e ativar linfocitos (Yu; Shu; Li, 2020; Li et al., 2022).

Em termos de propriedades fisico-quimicas, a ConA ¢ uma lectina estavel, capaz
de suportar temperaturas até 60 °C sem perda de fungao bioldgica e uma ampla faixa de pH (5—

8) (Clark, 2012). O pH do meio ¢ o principal fator que determina o estado de oligomerizacao
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da lectina, sendo que, em pH 5,8—7, a ConA apresenta sua forma tetravalente nativa biologica.
Em contraste, o pH < 5,8 ¢ > 7 tem valéncias mais baixas e mais altas, respectivamente (Cavada

etal., 2019).

Figura 5. Imagem da planta de Canavalia ensiformes, demonstrando suas respetivas (A)

inflorescéncia, (B) vargens e (C) sementes.

Fonte: EarthOne.com

2.6.2 Concanavalina A — Breve historico estrutural

Os primeiros avangos no entendimento da estrutura, obtidos com meios
tecnologicos limitados, ditaram o curso de todo progresso posterior. Em 1919, Sumner
purificou a ConA por meio da cristalizacdo de globulinas (Sumner, 2019), e desde entdo,
muitos estudos envolvendo a ConA foram publicados ao longo das décadas, indicando que essa
proteina foi meticulosamente investigada e caracterizada (Cavada, 2018). A resolugdo
estrutural da ConA demonstrou o poder da cristalografia de raios X na compreensdo da base

estrutural da liga¢ao de carboidratos.

Anos depois, estudos realizado por Nakamura e Suzuno obtiveram em 1965
resultados similares da sua cristalizagdo, a partir dai analises da estrutura vem sendo investigado
como difragdo de raios X (Greer; Kaufman; Kalb, 1970), difracio de ConA desmetalizada
(Jack; Weinzierl; Kalb, 1971) e cristalizagdo/difracdo com derivados de metais pesados
(Hardman; Ainsworth, 1972; Reeke; Becker; Edelman, 1975).

Em 1974, a sequéncia completa da ConA foi determinada por analise de degradacao
de Edman de fragmentos de brometo de cianogénio digeridos com enzimas proteoliticas. O

sequenciamento foi realizado e confirmado simultaneamente por comparacdo com dados
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cristalograficos de difragdo de raios X, apresentando em sua estrutura uma glicoproteina
monomérica de 237 residuos (Mw = 27 kDa) (Clark, 2012); neste estudo foi analisado também
o sitio exato de clivagem da cadeia polipeptidicaem seu processo poOs-translacional
(Cunningham; Wang; Edelman, 1975; Wang et al., 1975), tornando a primeira lectina a ter sua

sequéncia completa e estrutura tridimensional determinadas (Cavada et al., 2019).

Hardman e Ainsworth no ano de 1972, foram os primeiros a resolver a estrutura
tridimensional da ConA, primeira lectina de leguminosa a ter sua estrutura obtida (PDB id:
3CNA) e somente em 1975, Reeke, Becker e Edelman relatou a estrutura quaternaria da ConA
com coordenadas da cadeia principal do polipeptideo, considerando a estereoquimica dos
residuos de aminoécidos na formacdo de ligacdes de hidrogénio e outras interagcdes nao

covalentes (Cavada et al., 2019).

Ainda no ano de 1975, Becker ¢ colaboradores observaram em uma resolucao de
20 A, que a estrutura cristalina da ConA interagia com sacarideos e metais. Obtendo uma
estrutura secundaria composta por cadeias f-sanduiche que necessitam de ions metalicos como

Ca?" e Mn?* para seu dobramento (Clark 2012).

No ano seguinte, 1976, propuseram que o dominio de reconhecimento a
carboidratos (DRC), uma estrutura composta por quatro algas, estaria proximo do local de
ligacdo do metal; esses ions sdo importantes para a estabilizagdo do DRC, permitindo assim a
ligacdo da lectina aos carboidratos (Loris et al., 1998; Osterne et al., 2017), com alta
especificidade ~ para manosideos simples,  glicose,  a-metil-manosideo e  seus
derivados. Enquanto os sacarideos marcados com atomos pesados se ligavam a cavidade

hidrofobica (Becker et al., 1976).

O reconhecimento especifico da lectina ocorre por meio de ligagdes de hidrogénio
e interagdes hidrofobicas entre os residuos do DRC e o carboidrato, no sitio primario
envolvendo os residuos Aspl4, Leu99, Tyr100, Gly98, Ala207, Asp208 e Arg228 (Naismith et
al., 1994). E nos dois outros sitios secundarios estdo presentes na estrutura da proteina: o sitio

de ligagdo a metais e um sitio hidrofobico adicional.

O ensaio de cristalizagdo de Hardman em uma resolugiio de 6 A, do complexo ConA
com a-metil-a-D-manopiranosideo, confirmou a distincia DRC de 35 A a cavidade hidrofébica
e 10-14 A ao sitio de ligacdo ao metal (Hardman; Ainsworth, 1972), no qual apresenta um ion
de manganés ¢ coordenado por Glu8, Asp10, Asp19, His24 e duas moléculas de agua, enquanto
um ion de calcio € coordenado por Aspl0, Tyrl2, Asnl4, Aspl9 e duas outras moléculas de

agua (Parkin; Rupp; Esperanca, 1996).
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A presenca dos ions na lectina é necessaria para manter a conformacgao “cis” da
ligacao Ala207-Asp208, que modula o arranjo do sitio de ligacao de carboidratos de modo que

a falta de metais resulta na perda da capacidade de reconhecimento da lectina (Loris, 2002).

Figura 6. Estrutura tridimensional da lectina de Canavalia ensiformes (ConA). (A)
Representagdo da estrutura monomérica (PDB ID: 1JBC) com os ions calcio (verde) e

manganés (roxo). (B) Representacao tetramérica (PDB ID: 91JA) sem ligantes.

A B

Fonte: Autor. Créditos: PyMOL e PDB.

2.6.3 Concanavalina A como moduladora da angiogénese

Muitos estudos tém buscado explorar os potenciais efeitos pro-angiogénicos de
plantas medicinais e seus principios ativos (Li et al., 2022). As CEs (células endoteliais) tém
um imenso potencial na medicina regenerativa, particularmente em estratégias terapéuticas
celulares que visam aprimorar constru¢des de engenharia tecidual ou rejuvenescer tecidos
1squémicos por meio da neovascularizagao (Chen et al., 2019).

Estudos com ConA na proliferacao celular e na atividade angiogénica em CEs veem
sendo relatados. As CEs desempenham um papel vital na homeostase vascular na superficie
interna dos vasos sanguineos e linfaticos, além da via de sinalizagdo (Deanfield et al., 2007).

Descobertas sobre o potencial da ConA abrem novas perspectivas, como um agente
antineoplasico que pode gerar diferentes respostas em diferentes células, independentemente
de modular ou ndo as vias de sinalizacdo (Li et al., 2022).

Também ja foi comprovado o efeito pro-angiogénico da ConA em camundongos
com isquemia, onde essa lectina promoveu a fixagdo do membro isquémico. O tratamento dos

camundongos com isquemia de membro posterior por injecdo local de ConA melhorou
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significativamente a fung¢do e o fluxo sanguineo do membro isquémico (Li et al., 2022). Sendo
uma limitagdo das terapias angiogénicas convencionais, ¢ importante apresentar novas opgoes
terapéuticas que envolvem a introdug¢do de um agente capaz de promover o crescimento de

novos vasos sanguineos no tecido isquémico (Bian et al., 2019).

Estudos da ConA como um agente antiaterosclerotico para reparar o miocardio no
infarto agudo do miocérdio, mostraram promover significativamente a proliferacao celular, o
ciclo celular e a atividade angiogénica em células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVECsS) e em células endoteliais Ea.Hy926, por meio de pAkt, pERK1/2 e ciclina D1 (Li et
al., 2022).

Curiosamente, a ConA é bem documentada como indutora de MT1-MMP, estas sdo
indutoras e participantes importantes da angiogénese, sendo essencial para a migracdo e
proliferacdo de células endoteliais durante a formagdo de vasos, de forma semelhante ao

envolvimento de TLR (receptores do tipo Toll) (Arroyo et al., 2007; Strongin, 2010).

Estudos de Zgheib; Lamy; Annabi, (2013) refor¢cou a conhecida interagdo entre
TLR e cancer (Goutagny et al., 2013), angiogénese (Grote; Schiitt; Schieffer, 2011) e
inflamacdo com o uso da lectina ConA, sendo um potente agonista de TLR-2 e TLR-6, na

ativagdo de CTMs.

Huldani et al. (2022) também demonstrou a estimula¢do da angiogénese pela ConA;
revelando que a administragio de ConA induz notavelmente a proliferacdo de células
endoteliais humanas e a angiogénese por meio de um eixo Akt/ERK/ciclina D1 e aumenta a

secrecdo de fatores pro-angiogénicos, como VEGFa, PDGFaa e bFGF.

A importancia fundamental da formag¢ao de vasos sanguineos no desenvolvimento,
na fisiologia normal e nas doengas fez da angiogénese um amplo campo de estudo; assim, a
compreensao dos mecanismos da angiogénese, para a qual uma grande variedade de bioensaios
disponiveis tem sido fundamental, esta atualmente orientando o desenvolvimento de novos
tratamentos para diversas doencas (Nowak-Sliwinska et al., 2018; Bonanini et al., 2022;
Dudley; Griffioen, 2023) e a ConA ¢ uma molécula com alto potencial para o desenvolvimentos

destes estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Produzir e investigar biopolimeros de alginato e carboximetilcelulose incorporados

com a lectina de Canavalia ensiformis (ConA) para promover a ativacdo das vias de

angiogénese e induzir revascularizagdo como proposta terapéutica.

3.2 Objetivos Especificos

*

¢

Produzir e caracterizar filmes de alginato e CMC incorporados com ConA;

Investigar as caracteristicas fisico-quimicas a fim de verificar a incorporacdo de
lectina/filme, por meio de andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

Analisar a topografia da superficie, a forma e a estrutura dos filmes com a andlise de
microscopia eletronica de varredura (MEV);

Investigar o perfil de rugosidades presente nos filmes de alginato e CMC incorporados com
ConA;

Analisar a atividade hemaglutinante e o titulo da atividade hemaglutinante nos filmes de
alginato e CMC contendo ConA;

Investigar a atividade angiogénica por meio do ensaio da membrana corioalantoide do
embrido de galinha nos filmes com a ConA;

Analisar a imuno-histoquimica na expressao dos fatores (TGF-f ¢ VEGF) de indugdo da

angiogénese.
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Abstract

The development of new materials for wound care is a critical area, focused on creating
dressings with improved properties, such as high absorption, flexibility, and low cost. In this
context, natural polymers such as alginate and carboxymethyl cellulose (CMC) emerge as
promising choices, given their biodegradability and their ability to promote an ideal healing
environment. Concomitantly, lectins with angiogenic potential have been extensively
investigated for their ability to modulate cellular responses and induce the formation of new
blood vessels. This research aims to incorporate the lectin from Canavalia ensiformis (ConA)
into alginate and carboxymethylcellulose (CMC) films to promote blood vessel growth and
induce revascularization as a therapeutic approach. Film characterization and physicochemical
tests showed efficient lectin/film incorporation, as observed through differential scanning
calorimetry (DSC) analysis and Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). DSC analysis
showed that alginate/CMC films with ConA tend to retain less water, volatilizing more easily,
with a temperature difference of 94 and 81 °C to 69 and 77 °C films containing ConA. In
addition to the significantly prolonged retention capacity of ConA in the film, FTIR data
suggest that ConA is anchored in the alginate matrix due to the cross-linked nature of the film
chain, with minimal chemical interactions (or chemical bonds). Analysis of hemagglutinating
activity and immunohistochemical assays showed an increase in the expression of the
angiogenic factors TGF-f and VEGF. These results indicate that the biopolymers used are an
effective alternative for wound treatment, pointing to future research into the development of

therapeutic biofilms.

Keywords: Lectin; Immunohistochemistry; Vascularization.
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4.1 Introduction

Angiogenesis is defined as the formation of new blood vessels from the endothelial cells
(ECs) of pre-existing veins, arteries, and capillaries. It plays an essential role in embryogenesis

and during life through physiological tissue development and repair processes. '

Endogenous chemical signals, local or systemic, coordinate the functions of endothelial cells
and smooth muscle cells to repair damaged blood vessels,? which is a potentially beneficial
approach in conditions where the promotion of new vessels can improve the perfusion of
compromised tissues.® At the cellular level, degradation of the extracellular matrix increases
the concentration of various growth factors, stimulating the migration and proliferation of
endothelial cells. The formation of the vascular network consists of multiple coordinated,
sequential, and interdependent steps mediated by various angiogenic factors, including growth
factors, chemokines, angiogenic enzymes, endothelial-specific receptors, and adhesion
molecules.* In the process, the transforming growth factor 4 family (TGF-4, including TGF-5
1, TGF-p 2, and TGF-8 3), cytokines, and VEFG family play crucial roles.’

Hydrogel films are an important class of materials used in various biomedical,
pharmaceutical, and environmental applications.®’ Some hydrogels are combined with alginate
and sodium carboxymethyl cellulose (CMC) due to their biocompatibility, biodegradability,
low cost, and ease of production.® Because they contain a high percentage of water, hydrogels
act by softening and removing devitalized tissue through debridement tissue through autolytic
debridement. The water keeps the environment moist, and carboxymethylcellulose facilitates
cellular rehydration and debridement. In addition, hydrogel films can serve as vehicles for
bioactive molecules, including lectins.”!°

Concanavalin A (ConA) is one of the most well-characterized lectins, both in terms of its
three-dimensional structure and its biological applications, which are based on its recognition
and interaction with glycans present on the surface of various cells.!! Among its key biological
applications are the modulation of antibiotic activity in resistant bacteria,'? neuroprotection,'

114

leishmanicidal'* and fungicidal activity,!> among others.

Furthermore, studies such as that by Macedo et al. ', which used alginate and glycerol films
conjugated with ConA and gentamicin, have shown promise for the treatment of skin lesions.
These works demonstrated effective antimicrobial activity and encouraged subsequent in vivo
investigations into healing properties.

ConA-like lectins, such as Dioclea violacea lectin (DVL) and Vatairea macrocarpa lectin

(VML), have attracted increasing interest due to their remarkable angiogenic effect.!” These
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proteins, abundantly present in plants, have been shown to positively influence the formation
of new blood vessels in various contexts.!®!” The interaction between lectins and endothelial
cells has been associated with the modulation of growth factors and cytokines, thus promoting
angiogenesis and contributing to tissue regenerative processes.’’ However, none of these
studies has evaluated the controlled release of these lectins during angiogenesis. This represents
a new strategy that could lead to the development of a new class of materials with applications

in wound healing.

As a whole, the research highlights the feasibility of integrating the ConA lectin with a film
composed of alginate and carboxymethylcellulose (CMC), inducing angiogenesis pathways and
promoting vascularization, which is essential in the advancement of therapeutic approaches and

innovative drugs.

4.2 Methods

4.2.1 Chemicals

The reagents used in the tests are of analytical quality. For lectin purification, reagents from
Sigma-Aldrich were used. For the production of films, sodium alginate (Cat No. W201502),
carboxymethylcellulose (CMC) (Cat No. 21904) and calcium chloride (Cat No.
P.10.0294.021.00.27) were from Dindmica. Tris-HCI (Cat No. 10812846001) was obtained
from Sigma-Aldrich. NaCl was purchased from Quimica Moderna (Brazil) (Cat No.
QMAO00001145700500). For angiogenic assessment assays, all reagents were obtained from
Sigma-Aldrich, unless otherwise specified. Dersani healing oil was purchased from Laboratorio
Doudt Oliveira Ltda. The staining solutions (hematoxylin and eosin) were purchased from
LaborClin Ltda. All chemicals and reagents used in this study were of the highest purity and

analytical grade.

4.2.2 Purification, production, and characterization of films

4.2.2.1 Purification of Canavalia ensiformis seeds — ConA

C. ensiformis seeds were collected from plants located in Crato, Ceara, Brazil, the seed
collection was registered in SISGEN (Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
Management System, ID: AFSE1DD). The seeds of C. ensiformis were ground to obtain a fine
powder using an electric coffee mill, the soluble proteins were extracted at 25 °C by continuous
stirring with 50 mL of 0.15 mol/L NaCl in 5 g of powder for 4 h, followed by centrifugation at

10,000g 4 °C for 20 min. Protein purification was carried out using the affinity chromatography


https://www.sigmaaldrich.com/BR/en/product/aldrich/w201502
https://www.sigmaaldrich.com/BR/en/product/sigma/21904
https://www.sigmaaldrich.com/BR/en/product/roche/10812846001
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in a Sephadex-G50 column (Sigma, Saint Louis, USA) (2 x 20 cm) and eluted with 0.1 mol/L
glucose. The fraction containing lectin from C. ensiformis (ConA) was then lyophilized and its
homogeneity assessed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (Supporting Information Figure S1), following the method described by Laemmli.?!
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Supplemental Figure 1. ConA purification by affinity chromatography. (A) Chromatogram of
C. ensiformis crude extract on Sephadex G-50 column. (B) SDS-PAGE of purified ConA. (L1):
Molecular weight markers (66—6.5 kDa); (L2): Crude extract of C. ensiformis; (L3): Purified
ConA.

4.2.2.2 Formulation of a cross-linked Alginate + film carboxymethylcellulose incorporated

with the ConA lectin

The preparation and consecutive production of films based on alginate and
carboxymethylcellulose (CMC) was achieved with two stages of cross-linking with calcium
ions using the casting method. Initially, solutions were prepared with medium-viscosity alginate
at 1% m/v and CMC at 1% m/v in distilled water. The biopolymers were solubilized in a
magnetic stirrer at 750 rpm for 1 h at 25 °C. After achieving homogeneity, precross-linking
began by slowly dripping a 1% m/v CaCl,-2H20 solution with a Pasteur pipet, maintaining
stirring. A proportion of 7.5 mL of cross-linking solution was used for each gram of alginate
present in the solution. Once the homogenization process was complete, the solutions were
transferred to polystyrene Petri dishes (6 cm X 6 cm % 1 ¢cm) in aliquots of 4.055 g (equivalent
to 4.000 uL), and these were placed in BOD at a temperature of 40 °C and controlled ventilation
for 20 h. After complete drying, each membrane was immersed in 10 mL of an aqueous solution

of CaCly-2H20 at 2.5% or 5.0% (m/v) for 15 min and subsequently washed in 10 mL of distilled
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water. The films were then placed on polystyrene plates placed again at BOD at room

temperature for 48 h for final drying.
4.2.2.3 Group arrangement

For the characterization tests, the films were divided into six groups, three in 2.5% CaCl,
cross-linking and three in 5.0%, these conditions were selected based on prior optimization.

The arrangement of the groups is shown in following table (Table 1):

Table 1. Experimental Groups of Alginate/CMC Films with Different CaCl> Cross-Linking and

ConA Treatments

Group Cros-linking (CaCly) Treatment

| 25% Control (NaCl 150mM)
2 2.5% ConA 50 ug/mL

3 2.5 % ConA 200 ug/mL

4 5.0% Control (NaCl 150mM)
5 5.0% ConA 50 ug/mL

6 5.0% ConA 200 ug/mL

4.2.2.4 Visual appearance

The evaluation of the visual appearance of the films was recorded by digital photography
using images captured with a digital camera (Nikon Coolpix L810 16.1 megapixels), which

considered the homogeneity, continuity and cohesion of the film.
4.2.2.5 Thickness of films

The thickness of the films was measured on a digital micrometer in 10 random positions.
Films with any visible defect were discarded, and then the arithmetic mean of these values was

taken.
4.2.2.6 Swelling

For this analysis, film samples measuring 6 cm x 1 cm were previously weighed and then

exposed to 10 mL of distilled water for 24 h in a B.O.D incubator at 25 °C. After immersion,
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the samples were removed from contact with the fluid, excess moisture was blotted with filter
paper if present, and finally reweighed. The degree of swelling (DS) was calculated based on
the initial total mass of the sample according to eq 1, where Mu represents the mass of the wet

sample and Mi is the initial mass of the sample.
DS =Mu Mi

This equation provides a quantitative measure of the swelling extent experienced by the film

samples during the experimental procedure.
4.2.2.7 Mass loss

The percentage of mass loss was determined by immersing them in 10 mL of distilled water
for 24 h. After the exposure period, the samples were dried in BOD at 37 °C until they reached
a constant mass. The mass loss (ML) was determined by the relationship between the final dry
mass and the initial mass of the samples, according to eq 2, where Ms is the mass of the sample

after drying and Mi is the initial mass of the sample.

ML = Mi Ms
4.2.2.8 Hemagglutinating activity

The hemagglutinating activity test was carried out in a Petri dish (6 cm x 1 cm), with the
films divided into six groups, three at 2.5% cross-linking and three at 5.0%. Samples of 2 mL
of 25 mM Tris-HCI (pH 7.6) were added to all groups and then 3 mL of 3% native rabbit

erythrocytes and subsequent incubation for 2 h, thus obtaining the result.
4.2.2.9 Title of hemagglutination activity

In 5 mL test tubes, an aliquot of 50 uL of 25 mM Tris-HCl at pH 7.6 was added, followed
by 50 uL of serial dilution, with the final tube reaching a total volume of 100 pL. This dilution
was performed in each of the six groups of films, which were continuously extracted with PBS
using a homogenizer. This process was repeated at 15, 30, 60, 0, 120, and 150 minutes.
Subsequently, 50 pL of 3% native rabbit erythrocytes were added at all time points. After 3h

and 6h incubation periods, monitoring ensued. Tests were performed in triplicate.

4.2.3 Physical characterization

4.2.3.1 Differential Scanning Calorimetry
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The thermal properties of the dried film were measured on the differential scanning
calorimetry (DSC) Q20 (TA Instruments). The samples were placed in hermetic aluminum cells

and evaluated from 35 to 280 °C at a heating rate of 10 °C/min under a nitrogen atmosphere.
4.2.3.2 FTIR spectra

The FTIR spectra of the films were registered in FTIR spectrophotometer (PerkinElmer
Spectrum Two), using the ATR (attenuated total reflectance) mode to provide information on
the functional groups. The spectra were recorded between 400 cm™! and 4000 cm™! by 32 scans

integrated per spectrum at a resolution of 4 cm™..
4.2.3.3 Scanning Electron Microscopy

The micrographs were taken using a scanning electron microscope (SEM) with a field
emission gun, FEI brand, model Quanta FEG 250, with an accelerating voltage of 15 kV and
spot 4.0 on the secondary electron and backscattered electron detectors. To take the
micrographs, the samples were fixed to an aluminum substrate (stub) using double-sided carbon

adhesive tape and grounded with carbon paint.
4.2.3.4 Rugosity Profile

The quantitative analysis of average surface roughness (Ra) and topography of the films
were measured by confocal laser scanning microscope (CLSM; LSM700, Carl Zeiss). The

roughness parameters were determined by the visualization software using a surface area of 100

2

um-,

4.2.4 Angiogenic activity assessment

4.2.4.1 Chick embryo chorioallantoic membrane assay

The angiogenic effect of ConA film was assessed by the chorioallantoic membrane (CAM)
assay, based on the protocol described by Auerbach et al. with modifications.22 Thirty-five
fertilized hen eggs (Gallus gallus domesticus) were housed in a BOD chamber (model SL224)
with a humidified atmosphere (70 + 4% relative humidity) and controlled temperature (35 °C).
On the seventh incubation day, the eggshell was subjected to a circular opening at the egg-wider
base to remove the shell membrane. Then, the eggs were sealed and reincubated. On the 12th
incubation day, the eggs were randomized (five eggs/group) into seven treatment groups: (1)

negative control film 2.5% cross-linking; (2) negative control film 5% cross-linking; (3) 50
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ug/mL ConA film 2.5% cross-linking; (4) 50 ug/mL ConA film 5% cross-linking; (5) 200
ug/mL ConA film 2.5% crosslinking; (6) 200 ug/mL ConA film 5% cross-linking; and (7) 20
1L healing oil Dersani (angiogenesis inducer). After 72 h, the CAMs were fixed in methanal
(CH20; 10%), and the angiogenic effect was quantified from captured images (Nikon Coolpix
L810 16.1 megapixels). The vascularization percentage was determined by Imagel (version
1.51 j8) software. The length and caliber of blood vessels, number of complexes and junctions
were determined by AngioQuant (version 1.33) software. Histological analysis of CAM was
performed after tissue processing and hematoxylin—eosin (HE) staining of samples. The
histological parameters (neovascularization, presence of inflammatory elements, fibroblasts,
and thickening of the chorioallantoic membrane) were visually classified according to the
quantity and/or intensity in the CAM histological sections using a light microscope (Olympus,
model BH2) with a 40x objective lens. The data obtained were transformed into quantitative

variables, assigning the following scores: (0) absent, (1) discrete, (2) moderate, and (3) intense.
4.2.4.2 Immunohistochemistry of CAM

For immunodetection of angiogenic factors in treated CAMs, methanal-fixed and paraffin-
embedded samples were cut at 4 um on silane-coated (4% SiH4) microscopic slides. Dewaxed
samples underwent heat-induced antigen retrieval in a water bath (97 °C) immersed in citrate
buffer (10 mM; pH 6.0) for 40 min, followed by quenching of endogenous peroxidase activity
with hydrogen peroxide (3% H202) for 20 min. Subsequently, each histological sample was
incubated with primary antibodies against vascular endothelial growth factor (VEGF; 1:400
mouse monoclonal IgG, sc-53462; Santa Cruz Biotechnology) or transforming growth factor
beta (TGF-f; 1:400 polyclonal rabbit IgG, sc-7892; Santa Cruz Biotechnology) in a humid
chamber at 4 °C overnight. The immune complexes were treated with peroxidase-conjugated
affinipure goat secondary antibody (1:500 antimouse IgG, 113-035-003; Jackson
ImmunoResearch Laboratories) for 3 h at room temperature. The immunoreactivity was
detected by Novocastra DAB (1:50) chromogen substrate for 10 min, and the sections were
counterstained with Harris’ hematoxylin.?® To quantitatively evaluate the VEGF and TGF-f
levels, an average percentage of positive cells was determined derived from 5
photomicrographs of random areas obtained in a light microscope with magnification of 40x

by ImageJ (version 1.5 j8) software.
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4.2.5 Statistics analysis

The data analysis was carried out using the GraphPad Prism 6.0 statistical program. Data
were analyzed with two-way ANOVA, using the geometric mean of the triplicates and the
standard deviation of the mean as central data. Significant differences between means were
identified using the Tukey test. For macroscopic, histological, and immunohistochemical
evaluations regarding angiogenic analysis, the data obtained were analyzed by one-way
ANOVA and Tukey’s post hoc test using the SigmaStat software (version 3.5). For all data, p

< 0.05 was considered significant.

4.3 Results and discussion

4.3.1 Film characterization

4.3.1.1 Visual aspect

This study offers a new perspective on the therapeutic application of plant lectins by
incorporating these proteins into sodium alginate and carboxymethylcellulose films, using them
as vehicles for compounds with angiogenic properties. Lectins in alginate films have already
been studied regarding their antimicrobial activity against candidiasis, Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa.'®** Characterizing these films is crucial because their properties
can significantly influence the outcomes. Regarding the visual characterization of the
alginate/CMC polymeric films produced in this study, we observed that they are
macroscopically homogeneous and free of cracks (Figure 7A—F). Additionally, these films are
transparent, flexible, have smooth surfaces, and contain small air bubbles. Small transparency
contrasts are observed in films with higher cross-linking (Figure 7D,F) and higher amounts of

ConA lectin (Figure 7C,F) compared to the control (Figure 7A,D).
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Figure 7. Visual appearance of cross-linked alginate/CMC films with or without ConA. (A)
Control: alginate/CMC film at 2.5% cross-linking containing NaCl; (B) ConA 50 ug in 2.5%
cross-linking; (C) ConA 200 ug at 2.5% cross-linking; (D) control at 5% cross-linking; (E)
ConA 50 ug in 5% cross-linking; (F) ConA 200 g in 5% cross-linking.

More transparent films tend to be more effective, providing better monitoring of
macroscopic aspects of the study target, such as wounds,?® due to greater homogeneity and
better dispersion of components. Macedo et al.16 observed that films containing the ConA and
the antibiotic Gentamicin were also more transparent when compared to the control. The same

was observed by Bazan et al.>*

by including the lectins ConBr and MaL in alginate films.
Transparency results from the effective dilution of the compounds in the films, indicating that
alginate can dilute and diffuse proteins.?® In our tests it is possible to observe a high level of
transparency, similar in all groups, indicating a complete and uniform dilution of the
compounds present. For an effective film, it must present certain characteristics, such as good
resistance, adhesion, and mechanical support in the tissues to which it will adhere, among
others.?’

Regarding the thickness of the alginate/CMC films, as shown in Table 2, there are no
statistically significant differences between the treated groups and the control group. These

results suggest that variations in cross-linking conditions and the presence or absence of ConA

have no impact on film thickness.

Table 2. Film Thickness (ConA) of Alginate and CMC (1:1) Obtained with Cross-Link

Concentrations of 2.5% and 5%"°
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Cross-linking (2.5%) Thickness (um)
Group 1 0.0355
Group 2 0.038
Group 3 0.0355

Cross-linking (5.0%) Thickness (um)
Group 1 0.0355
Group 2 0.038
Group 3 0.0375

¢ Mean + standard deviation. Not significant (p>0.05) Tukey test.

The results highlighted in Table 3 regarding swelling and mass loss reveal significant
statistical differences within the same cross-linking groups and between different cross-linking
agents. It is evident that the films containing ConA at 2.5% cross-linking exhibited a higher
swelling rate compared to the control film. At 5% cross-linking, however, the swelling degree
decreased for all groups, with group 2 showing the highest value among the ConA-containing

films.

Table 3. Degree of Swelling and Mass Loss of Alginate and CMC (ConA) Film (1:1) Obtained

with Crosslinking Concentrations of 2.5% and 5%*

Crosslinking Degree of swelling (mg H>O Mass |
ass loss
concentration (2.5%) film)
Group 1 596.4 + (.34 23.5+0.25%
Group 2 675.6 = 1.478 20.0+ 0.26"8
Group 3 664.0 +0.87¢ 20.3+0.37°8
Crosslinking Degree of swelling (mg H>0 Mass |
ass loss
concentration (5.0%) film)
Group 1 5844 + 0.75aB 22.1+ 0.34aB
Group 2 609.4 + 0.60°® 21.3+£0.46%8

Group 3 572.0 £ 1.41° 19.8+ 0.20"®




54

“ Mean + standard deviation. Lowercase letters represent statistical differences within the same
cross-link agent, and uppercase letters represent statistical differences between cross-link
agents (p < 0.05), Tukey test.

Analysis of mass loss showed that at 2.5% cross-linking, control films had the greatest loss,
while at 5% cross-linking, films with the highest concentration of ConA had the lowest mass
loss. This indicates that increased cross-linking implies lower swelling capacity, since cross-
linking prevents water from penetrating the interior of the film, and consequently less mass loss
due to the outermost groups, which must be related to mass loss, being more protected after
cross-linking. Among films prepared with varying concentrations of ConA using CaCl, as a
cross-linking agent, control films with 2.5% show statistically significant differences compared
to all other groups. These findings underline the significant influence of ConA addition and

cross-linking on the swelling and mass-loss properties of alginate/CMC films.

According to Boateng et al.,?® the ideal thickness, however, will provide high absorption
capacity, and the texture and porosity of the material also controls this property. The thickness
of the film is a key factor for success. Very thin films are more fragile, adhere less, have limited
mechanical properties, and dissolve easily when applied to tissue. However, the thickness
primarily relates to the film’s intended purpose.”” The literature does not indicate an ideal
thickness for polymeric films, since this property depends on the body region to be treated,
which shows that the thicknesses of the films obtained in this work have potential for

application in wound treatment.
4.3.1.2 Hemagglutinating Activity and Title of hemagglutinating activity

Another crucial characteristic of these films is their absorption capacity. Wounds on the
surface of the skin can generate exudate, and when in excess, they hinder the adequate transport
of oxygen and water, in addition to promoting the emergence of edema and bacterial
infections.’® For this reason, films must promote appropriate water absorption to prevent the
accumulation of exudate and thus promote healing. Furthermore, a film with good water
retention maintains wound moisture, being crucial for adhesion, differentiation, cell

proliferation, pain reduction and activation of collagen synthesis.?!-*>

The analysis of hemagglutinating activity in the films showed the expected absence of
activity in the control films (group 1) (Figure 8A,D) and the presence of activity in the ConA
containing groups (groups 2 and 3) (Figure 8B,C,E,F). An additional finding highlights the

influence of cross-linking on ConA-containing alginate/CMC films, where activity was more



55

prominent in 2.5% cross-linked alginate/CMC films (Figure 8B,C) compared to 5% cross-
linked alginate/CMC films (Figure 8E,F). Although no previous studies directly address ConA
release from alginate/CMC films, the trend is consistent with fundamental principles of polymer

cross-linking and diffusion.'?

Figure 8. Assessment of the hemagglutinating activity of films CMC/alginate (1:1) containing
(A) 2.5% cross-linking control; (B) 2.5% crosslinking ConA 50 ug; (C) 2.5% cross-linking
ConA 200 ug (D) 5% cross-linking control; (E) 5% cross-linking ConA 50 ug in (F) 5% cross-
linking ConA 200 ug.

To confirm the variation in lectin release rates in films with different degrees of cross-linking
(2.5% and 5%), hemagglutinating activity titers were evaluated. As shown in Figure 9, films
with 200 ug of ConA and 2.5% cross-linking reached maximum release in 90 min and remained
stable until 150 min, with hemagglutinating activity of 8 HU. In contrast, films with the same
concentration but 5% cross-linking reached maximum release in 120 min and remained stable
until 150 min, with an activity of 16 HU.

For films with 50 pg of ConA, maximum release occurred in 60 min for 2.5% cross-linking

and in 90 min for 5% cross-linking. Notably, activity was lost after 150 min in the 5% cross-

linked films.
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Figure 9. Film hemagglutinating activity (ConA) titers after the two types of cross-linking

Pprocesses.

Alginate-based films tend to have good water absorption, as this polymer acts as an
antidehydration agent, being recommended for dressings on wounds with a high exudate
content.**** In this work, we found that the films in all groups had a good water absorption
capacity, as indicated by the degree of swelling shown in Table 3, proving to be physically
stable in the presence of liquid media, maintaining the absorption capacity that is necessary for
applications such as dressings. These data are corroborated by Gontijo and Bierhalz,* who
found similar data in their tests with alginate and carboxymethylcellulose (CMC) films

incorporated with sodium diclofenac.

4.3.2 Physical characterization

4.3.2.1 Differential scanning calorimetry analyzes

The thermal processes of combined/or modified films and its pure counterpart were assessed
by differential scanning calorimetry analysis (DSC). The results are shown in Figure 7 and
compared to the thermal transitions of pristine and combined alginate films, exhibiting the
influence of the modifying moiety on the anionic linear polysaccharide stability. The DSC
thermograms of pure alginate membrane with 2.5% of CaCl: exhibited an endothermic peak at
92.40 °C related to the evaporation of absorbed water or by vaporization of volatile components
for both content of CaCl, (Figure 10A, group I — black curve). For the pure alginate
membrane with 5% of CaCl, (Figure 10A — yellow curve) the endothermic peak shifted to
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lower temperature (84.50 °C).36 In the case of the addition of ConA lectin to the alginate/ CMC
films, the DSC curves showed an endothermic peak at 94 °C (for 2.5% CaCly) and 81 °C (for
5% CaCly) followed by a small exothermic peak (Figure 10B, group II, black and red curves,
respectively). By analyzing the exothermic point in the temperature range 220—230 °C for both
reported samples, we noticed that from there, partial depolymerization of the alginate chain
begins. As for alginate/CMC films with ConA and NaCl, the endothermic peak changed to 69
°C (for 2.5% CacClz) and 78 °C (for 5% CaClz) and the endothermic region changed to a higher
temperature range (Figure 4C, group III, black and green curves, respectively). Alginate/CMC
films containing ConA and NaCl tend to retain less water, which volatilizes more easily

compared to pure alginate/CMC films.

These findings, when correlated with the water affinity, indicate that the presence of the
lectin made the membrane water interaction less intense, leading to a shift in the first
endothermic peak when compared to the pure sample. Furthermore, the presence of ConA and
NaCl in the composition did not change the stabilizing capacity of the membrane, since the
thermal behaviors at high temperature were similar, but significantly changed the temperature

of the dry polymer glass transition (related to the endothermic peak).*
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Figure 10. DSC thermograms. (A) Group I: alginate/CMC film with NaCl and 2.5% or 5% of

CaCl,. (B) Group II: alginate/CMC film with ConA and 2.5% or 5% of CaCl,. (C) Group III:
alginate/CMC film with NaCl and ConA and 2.5% or 5% of CaCl,.
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Regarding aspects of physical analysis, partial depolymerization of the alginate chain was
observed when the exothermic point reached the reported samples in a temperature range of
220-230 °C.*” Furthermore, films cross-linked with ConA and NaCl tend to retain less water,
which in turn volatilizes more easily than in the control film. Such findings, when correlated
with water affinity, indicate that the presence of the lectin made the film water interaction less
intense, leading to a shift in the first endothermic peak when compared to the pure sample.
Furthermore, the presence of ConA and NaCl in the composition did not change the stabilizing
capacity of the membrane, as the thermal behaviors at high temperatures were similar, but it
significantly changed the glass transition temperature of the dry polymer (related to the

endothermic peak).*¢
4.3.2.2 FTIR analyzes

The FTIR spectra of groups I (with NaCl), II (with ConA) and III (with NaCl and ConA)
were recorded and compared (Figure 11). Initially, the spectra of the alginate/CMC film (group
I), cross-linked with Ca** under both CaCl, conditions, exhibited significant absorption bands
related to hydroxyl and carboxylic functional groups (Figure 11, group I, curves a and b). In the
range of 3220 cm ™! to 3350 cm™! , the intermolecular/intramolecular hydrogen-bonded O—H
stretching vibration of alginate/CMC film was prominently observed, overlapping the structural
N-H vibration.*®-? Distinct stretching vibrations of C—H were noted at 2880 cm ™! and 2935
cm ' . The bands at 1560 cm™' and 1411 cm™' were assigned to asymmetric and symmetric
stretching vibrations of COO™ groups. At lower frequencies, the bands at 1034 cm™! and 924
cm™! were attributed to C—O stretching, incorporating contributions from C—C—H and C—-O—H
deformation, as well as absorption band of a-(1,4) glycoside bond, respectively.*® The
pronounced absorption band at 1034 cm™! is associated with glycosidic linkages in both CMC

and alginate.
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Figure 11. FTIR analyzes. Group I: (A) spectra of alginate/CMC film with NaCl and 2.5%
CaCly, and (B) 5% of CaClz. Group II: (C) spectra of alginate/CMC film with lectin ConA with
2.5%, and (D) 5% of CaCl,. Group III: (E) spectra alginate/CMC film with NaCl and lectin
ConA with 2.5%, and (F) 5% of CaCl..

In both conditions of alginate/CMC films with ConA lectin (Figure 11, groups II and III,
curves C—F), the characteristic bands of the pure sample were evident in the control sample,
indicating the preservation of structure and primary interactions. The addition of ConA to the
film composition resulted in changes in the region between 1750 cm™' and 1480 cm!,
indicating a possible interaction between the active groups of ConA and the functional groups
of the film, especially the carboxylate groups (COO"). These FTIR data suggest that ConA 1is
anchored in the alginate matrix not only due to the cross-linked nature of the film chain, but
also through possible direct interactions or cross-linking with these functional groups. FTIR
data suggest that ConA is anchored in the alginate matrix due to the cross-linked nature of the
film chain, with minimal chemical interactions (or chemical bonds).*° It is noteworthy that the
presence of ConA gradually suppressed the contribution at 1560 cm ™! and revealed a band at
1607 cm ™!, potentially attributed to a cross-linked lectin— alginate network formed by carbonyl

groups (Figure 11, representative arrows).*! Consequently, the synergistic chemical
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environment between the film and the lectin facilitated the complete action of ConA as a

hemagglutinating agent.

Approaches to studying the molecular interactions of the film samples and their components
revealed bands attributable to the stretching (axial deformation) of the intertwined hydroxyl
structural groups (—OH and —OH), characteristic of natural polysaccharides.?’ In relation to
those found in regions of low-frequency bands of Ca—C stretching vibrations, the rotational
vibrations of the CH3 group are attributed to different skeletal vibrations.>*** Nevertheless, the
results show a clear interplay between the lectin and the chemical groups of the film as shown

in Table S1.%*
4.3.2.3 Scanning Eletronic Microscopy

The morphological characterization by scanning electron microscopy (SEM) of films
composed of alginate and carboxymethyl cellulose (CMC) incorporated with C. ensiformis
lectin (ConA) revealed images that evidenced distinct but complementary aspects of the

morphology of the films. The magnitude presented is 5000x (20 um) as illustrated in Figure 9.

— 20 pm ——

—20 pm

Figure 12. Scanning electron microscopy of the films: ConA (50 ug/mL) with 2.5% (A); ConA
(50 ug/mL) with 5.0% (B); ConA (200 ug/mL) with 2.5% (C); ConA (200 ug/mL) with 5.0%
(D); control group with 2.5% (E); control group with 5.0% (F).

The micrographs highlight a relatively rough (Figure 12A— C,F) surface with interconnected
(Figure 12D) regions that favor cell adhesion and proliferation. These morphologies are

compatible with ideal substrates for supporting endothelial cells, promoting migration and the
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formation of capillary structures.*> A marked contrast is observed in certain areas, which may
indicate regions with higher ConA density (Figure 12C). The presence of this lectin is crucial,
as it has a high affinity for mannose and glucose residues in cell surface glycoproteins,
potentially facilitating cell-material interactions.?® ConA is known to induce bioactive
responses such as cell proliferation and modulation of the inflammatory response, as well as to
enhance tissue revascularization. Surface roughness also promotes the formation of new blood
vessels, providing a permissive interface for in situ revascularization.*® The morphological
characterization presented here strengthens the argument that these biomaterials may serve as

bioactive platforms to support angiogenesis.
4.3.2.4 Roughness profile of the films

The dynamics of surface roughness of groups I (with NaCl), II (with ConA) and III (with
NaCl and ConA) were examined by confocal laser scanning microscopy. For each sample, the
average roughness (Ra) and surface topography were displayed in Figure 13. The Ra values of
the alginate/CMC films with NaCl and 2.5% or 5% CaCl; (group I), alginate/CMC films with
ConA lectin with 2.5% or 5% CaClx (group II) and alginate/ CMC films with NaCl and ConA
lectin with 2.5% or 5% CacCl; (group III) were 0.480 + 0.08 um and 1.430 £+ 0.06 um; 0.540 £+
0.04 ym and 3.370 £ 0.04 um; 0.910 £ 0.07 gm and 4.110 = 0.09 um, respectively. A significant
increase was observed in surface roughness profile in the presence of ConA and NaCl. Also
was observed that the surface roughness of each pair increased with increasing CaCl,
concentration and consequently, more surface area was available for lectin attachment through
nonspecific interactions. It was easily noticed that the surface roughness substantially increased
with increasing the ConA content and in the presence of NaCl, regardless of the CaCl> amount
compared to the unmodified membrane. This behavior is explained as the addition of ConA in
the film might result in the formation of an amorphous-like structure and the creation of more
structural pores and sorption centers due to the large difference in the miscibility degree
between the film and the ConA lectin, which produced significant differences in surface
roughness. A film with greater surface roughness could provide a more effective surface for

reactions that occurs exclusively in that interface.*’



62

R,=0.54 = 0.04 pm

R,=0.91£ 0.07 um o R;=4.11+ 0.09 um

Figure 13. Confocal laser scanning microscopy images showing surface roughness (Ra) of the
films: (A,B) alginate/CMC films with NaCl and 2.5% or 5% CaCl,, respectively; (C,D)
alginate/CMC films with ConA and 2.5% or 5% CaCly, respectively; (E,F) alginate/CMC films
with NaCl and ConA and 2.5% or 5% CaCly, respectively.

It was seen that the surface roughness of the films increased with increasing CaCl;
concentration and, consequently, more surface area was available for lectin binding through
nonspecific interactions. It was easily noticed that the surface roughness increased substantially
with increasing ConA content and in the presence of NaCl, regardless of the amount of CaCl»
compared to the unmodified film. This behavior is explained because the addition of ConA into
the matrix can result in the formation of an amorphous structure and the creation of more
structural pores and sorption centers due to the large difference in the degree of miscibility
between the film and the lectin, which produced significant differences in the surface
roughness. A film with greater surface roughness could provide a more effective surface for
reactions that occur exclusively at this interface.?® The roughness of dermal dressings influences

cell adhesion and proliferation, as well as the shape taken on by cells when cultured on a given
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surface. As such, roughness is an important factor that determines the biocompatibility of a
material.*® According to Milleret et al.,* the rougher the surface, the greater the adhesion of
platelets and the formation of thrombin, which are favorable conditions for accelerating the
healing of skin lesions. It has also been reported that the greater the roughness of a skin dressing,

the greater the anchorage between the surface and the necrotic tissue of the wound.*

4.3.3 Angiogenic Activity

4.3.3.1 ConA angiogenic activity in CAM assay

The CAM assay results demonstrated that ConA induced a pronounced angiogenic effect,
since it promoted a significant increase in all the parameters analyzed, including percentage of
vascularization (Figure 14), length and caliber of blood vessels, and number of complexes and
junctions (Table 4) at 50 and 200 pg/mL concentrations (2.5 or 5% cross-linking) when

compared to the negative control (p < 0.05).
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Figure 14. Angiogenic effect of ConA by chick embryo chorioallantoic membrane (CAM)
assay. (A) Representative images of different CAM after 72 h of treatments. (B) Average
vascularization percentage obtained from each treatment by Image] software. NC: negative
control: cross-linking solution + 150 mM NacCl; ConA: cross-linking solution + concanavalin

A lectin (50 or 200 ug/mL) + 150 mM NaCl. DE: healing oil Dersani (angiogenesis inducer).
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ANOVA and posthoc Tukey test. * Significant difference compared to the negative control
2.5% (p < 0.05); § significant difference compared to the negative control 5% (p < 0.05)

Table 4. Means += Standard Deviation of Parameters Analyzed in Chick Embryo
Chorioallantoic Membranes (CAM), Treated with Different Concentrations of ConA by

AngioQuant Software”

Treatments Length Caliber Number of Number of
(ng/ mL) (Pixel) (Pixel) complexes junctions
343.1 + 2155.0 £
i + * + *
Dersani 23 2% 177 267.0+13.7 29092 +233
2.5%
) o4
Negative 115.2 650.9 + 286.3 98.6+41.1 55.8 +28.7
Control 28.0
200.5 + 1420.0 +
2+16.5* .5+29.8%
ConA 50 50.0* 404.9% 127.2+16.5 116.5+29.8
299.7 + 2075.1 £
+ * + *
ConA 200 30.3% 394 6* 2347+ 14.5 275.0 +£20.3
5%
) o
Negative 81.2 677.5 + 135.9 774 +13.0 402 +10.0
Control 12.2
162.7 + 1590.0 £
+ * + *
ConA 50 e 163 3+ 98.8 +27.0 105.5 +53.8
202.8 + 1893.5 +
+ * + *
ConA 200 15.3% 350 7* 109.5+17.2 114.3 +£20.8

“Healing oil Dersani (angiogenesis inducer); Negative control: crosslinking solution + 150
mM NaCl; ConA: crosslinking solution + Concanavalin A lectin (50 or 200 pg/mL) + 150
mM NaCl. ANOVA and post-hoc Tukey test. *Significant difference compared to the
negative control (p <0.05).

This effect was confirmed in the CAM histological analysis (Figure 15 and Table 5). In the
ConA treated films, there was a significant increase in all histological parameters analyzed
(neovascularization, presence of inflammatory and fibroblast cells and CAM thickening) at 50
and 200 ug/mL concentrations (2.5 or 5% cross-linking), showing its inducing effect of the

angiogenic process.
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Figure 15. Representative photomicrograph of chick embryo chorioallantoic membranes
stained by hematoxylin—eosin (HE), obtained from different treatment groups. (A) Negative
control 2.5%; (B) negative control 5%; (C) ConA 50 ug/mL 2.5%; (D) ConA 50 ug/mL 5%;
(E) ConA 200 ug/mL 2.5%; (F) ConA 200 ug/mL 5%. (G) Healing oil Dersani (angiogenesis
inducer). Black arrow: fibroblasts; gray arrow: new vessels; white arrow: inflammatory cells;

asterisk: pre-existing vessels; arrowhead: CAM thickening.
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Table 5. Histological Analysis of Chick Embryo Chorioallantoic Membranes (CAM)*?

Presence
Treatments Presence of of Thickening in
Neovascularization inflammator chorioallantoic
(ug/ mL) y cells fibroblast membrane
S

Dersani 2.5+ 0.50%* 2.4 +0.20% 25+ 2.6 = 0.40%*

0.50*
2.5%

Negative Control 1.0+ 0.50 0.8+0.20 1.0+ 0.5+0.20
0.30

ConA 50 1.7 £0.50* 1.5+£0.50* 1.8+ 1.3 +0.40*
0.25*

ConA 200 2.8+0.25% 2.5+0.44% 2.8+ 2.0 +0.00*
0.20*

5%

Negative Control 0.5+0.30 0.5+0.20 0.5+ 0.8+0.20
0.15

ConA 50 1.2+£0.10* 1.2 £0.20* 1.6+ 1.0+ 0.00
0.40*

ConA 200 2.0+0.33*% 1.8 £0.22% 22+ 1.6 £0.20*
0.15*

“ Five CAM per treatment group were considered for the histological parameters analysis.
Healing oil Dersani (angiogenesis inducer); negative control: cross-linking solution + 150 mM
NaCl; ConA: cross-linking solution + concanavalin A lectin (50 or 200 ug/mL) + 150 mM
NaCl. ANOVA and posthoc Tukey test. * Significant difference compared to the negative
control (p < 0.05). » Means + standard deviation of histological parameters classified at a scale

of 0-3.

Chronic inflammation, microbial infections, disturbance of angiogenesis, and reduced

revascularization are some of the factors that hinder the wound healing process.>>* The

angiogenic and proliferative potential of the ConA lectin has been previously described through

the Akt/ERK/Cyclin D1 axis.!” To date, there has been no study demonstrating the activity of

conjugated lectin in films or in CAM analyses. Our study found that incorporating ConA lectin
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into alginate and carboxymethylcellulose films did not compromise its angiogenic activity,
indicating that the polymers’ presence did not affect the lectin’s angiogenic potential. The
angiogenic effect is demonstrated by the increase in revascularization, length, and caliber of
vessels and by the number of complexes and junctions. Findings like those of Rehman et al.,*!
who observed the angiogenic effect of a hydrogel dressing incorporated with graphene oxide.
Increased vessel thickness is a sign of the maturation of nascent blood vessels and is possibly a
result of higher angiogenesis.

Other studies with the presence of alginate in dressings show the angiogenic effect, as is the
case of Azarpira et al.,”! who demonstrated the potential role of VEGF-loaded alginate oxide
particles in acellular collagen-alginate composite hydrogel to improve angiogenic activity. Silk

fibroin/sodium alginate films promote revascularization and, consequently, angiogenesis>2.

4.3.3.2 ConA modulates VEGF and TGF-f expression in CAM

Immunohistochemistry of ConA treated CAM showed a significant increase in the
expression of angiogenic factors analyzed in all treatment groups (Figure 16) compared to the
negative control. Quantitative immunostaining analysis indicates that ConA-treated samples
had significantly higher levels of TGF-f (Figure 16A) and VEGF (Figure 16B) expression when
compared to the negative control (p < 0.05) at 50 and 200 ug/mL concentrations (2.5 or 5%

cross-linking).
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Figure 16. Immunodetection of angiogenic factors in chick embryo chorioallantoic membranes
treated with ConA. (A) Immunostaining of vascular endothelial growth factor (VEGF); (B)
immunostaining of transforming growth factor-beta (TGF-$). The mean values obtained from
each treatment were used to determine the expression (%). * Significant difference compared
to the negative control 2.5% (p < 0.05); § significant difference compared to the negative

control 5% (p < 0.05).

We observed, through immunohistochemistry, that films conjugated with ConA present an
increase in the expression of the angiogenic factors TGF-f and VEGF. TGF-f plays a crucial

role in recruiting inflammatory cells, activating angiogenesis, stimulating extracellular matrix
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(ECM) deposition, and removing the ECM once the wound has been properly closed. In turn,

VEGF is essential for the formation of new blood vessel.?’

5 Conclusion

In this study, alginate/CMC films incorporated with ConA through calcium-mediated cross-
links promoted angiogenesis and revascularization of the chorioallantoic membrane, likely due
to increased expression of angiogenic factors (TGF-£ and VEGF). These films are promising
for therapeutic applications that require induction of vascularization, such as wound healing
and treatment of ischemic diseases, and may be crucial in the future treatment of diabetic

wounds.
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APENDICE A - DADOS SUPLEMENTARES
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Figure 1. ConA purification by affinity chromatography. (A) Chromatogram of C. ensiformis
crude extract on Sephadex G-50 column. (B) SDS-PAGE of purified ConA. (L1): Molecular
weight markers (66—6.5 kDa); (L2): Crude extract of C. ensiformis; (L3): Purified ConA.
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Table 1. Assignment of functional groups of alginate and CMC (ConA) film obtained with

crosslinking concentrations of 2.5% and 5%.

Wavenumber Functional

1 Note Ref.
(cm™) group

3220 to 3350 O-H Hydrogen-bonded 19,20
O-H stretching
vibration of
alginate/CMC
2880 and 2935 C-H Stretching vibrations 21
of C-H
361560 and 1411 COO™ groups Asymmetric and 21
symmetric stretching
vibrations of COO—
groups
1034 and 924 Cc-O C—O stretching, 21
C—C—H and C- incorporating
O-H deformation contributions from
C—C-H and C-O-H
deformation
1750 and 1480 Possible interaction 22
between the active
groups of ConA and
the functional groups
of the film,
especially the
carboxylate groups
(CO0O)
2880 and 2935 CH3 group Rotational vibrations 27
of the CHj3 group are
attributed to
different skeletal
vibrations



