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RESUMO

As nanofibras de celulose (NFCs) séo polimeros naturais que apresentam
propriedades mecanicas que as tornam muito atrativas para aplicacdes na construcao
de matrizes poliméricas aplicadas a engenharia de tecidos. O fornecimento exdgeno
de uma matriz polimérica de suporte em associacdo com células-tronco surge como
solucéo promissora para a indugdo de diferenciagdo de células-tronco e reparo de
lesBes 6sseas. Porém, apesar da celulose ser um material biocompativel, quando os
materiais estdo em nanoescala tornam-se mais reativos, necessitando investigar seu
potencial efeito toxico para garantir uma aplicacdo segura. A hipotese desse trabalho
€ que as NFCs sdo citocompativeis e quando utilizadas como componentes de
nanobiocompdsitos induzem a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais humanas. O objetivo geral deste projeto foi avaliar a
citocompatibilidade das NFCs de algoddo e o potencial do nanobiocompdsito
contendo NFC e quitosana em promover a proliferacao e diferenciacdo osteogénica
das células-tronco mesenquimais humanas. No experimento 1 foi realizada a
caracterizagéo fisico-quimica das NFCs e a avaliagdo do potencial efeito toxico e de
inducdo de diferenciacdo osteogénica das NFCs em suspenséo nas células-tronco
mesenquimais humanas extraidas da polpa dentaria cultivadas in vitro. No
experimento 2, foi realizada a sintese pela técnica de evaporacdo do solvente e a
caracterizagéao fisico-quimica do nanobiocompasito. Células HEK293 foram cultivadas
sobre essa matriz para testar a citocompatibilidade e a capacidade do
nanobiocomposito em promover a adesdo e proliferacdo de células humanas.
Posteriormente, no experimento 3, visando uma maior estabilidade as propriedades
fisico-quimicas do nanobiocomposito foram alteradas e, novamente caracterizadas e,
entdo as células-tronco mesenquimais humanas foram cultivadas sobre o
nanobiocompoésito para avaliar a citocompatibilidade e o potencial de inducdo de
diferenciacdo osteogénica. Os resultados do experimento 1 revelaram que as NFCs
de algoddo se apresentam em forma de fibra alongada semelhante a agulha, com
didmetros de cerca de 6 a 18 nm, enquanto o seu comprimento variou de 85 a 200
nm. As bandas caracteristicas da celulose foram obtidas pelas espectroscopias e as
NFCs demonstraram exibir cargas superficiais negativas em sua superficie (=10 mV).
Nas condi¢cbes testadas, ndo houve diferenca (p>0,05) nas taxas de proliferagéo,
viabilidade, ciclo celular e niveis de SOD extracelular. No entanto, a exposi¢cdo as
NFCs por 48 h diminuiu os niveis de expressao dos genes relacionados ao estresse
e apoptose (ATF4, DAPK1 e BAX;p<0,05). Adicionalmente, os resultados de atividade
da fosfatase alcalina (p<0,05), von Kossa e Vermelho de alizarina demonstraram que
as NFCs de algodao demonstraram capacidade de indug&o osteogénica nas células-
tronco mesenquimais humanas. No experimento 2, os resultados de caracterizagcao
mostraram que a NFC aumentou a nanotopografia e diminuiu as taxas de
intumescimento e degradacdo do nanobiocompoésito NFC/quitosana (p<0,05). Nos
ensaios de citocompatibilidade, o nanobiocompadsito promoveu a proliferacdo celular
e 0 aumento da area das células HEK293 (p<0,05), porém mostrou-se citotoxico apos
72 h de cultura. No experimento 3, as propriedades fisico-quimicas do
nanobiocomposito foram alteradas melhorando a citocompatibilidade, bem como
apresentou capacidade de inducgéo de diferenciagdo osteogénica para células tronco-
mesenquimais humanas. Em conjunto, os dados desse estudo forneceram novas
informagbes sobre a citocompatibilidade das NFCs de algoddao e dos
nanobiocompdsitos contendo NFCs de algoddo. As NFCs e 0s nanobiocompdsitos



induziram a proliferacéo e diferenciacao das células-tronco, o que abre possibilidades
para futuras aplicagfes desses biomateriais na terapia celular e regeneracgao 6ssea.

Palavras-chave: Métodos in vitro, Polimeros naturais, Citocompatibilidade,
Engenharia tecidual, Diferenciagéo osteogénica



ABSTRACT

Cellulose nanofibers (CNFs) are natural polymers that have mechanical properties that
make them very attractive for applications in the construction of polymeric matrices
applied to tissue engineering. The exogenous supply of a supportive polymer matrix in
combination with stem cells emerges as a promising solution for inducing stem cell
differentiation and repair of bone lesions. However, although cellulose is a
biocompatible material, when materials are in nanoscale become more reactive,
needing to investigate its potential toxic effect to ensure safe application. The
hypothesis of this work is that NFCs are cytocompatible and when used as
nanobiocomposite components induce the proliferation and differentiation of human
mesenchymal stem cells. The general objective of this project was to evaluate the
cytocompatibility of cotton CNFs and the potential of nanobiocomposites containing
CNF and chitosan in promoting the proliferation and osteogenic differentiation of
human mesenchymal stem cells. In experiment 1, the physicochemical
characterization of CNFs was performed and the evaluation of the potential toxic effect
and induction of osteogenic differentiation of suspended CNFs in human mesenchymal
stem cells extracted from the dental pulp cultivated in vitro. In experiment 2, the
synthesis was performed using the solvent evaporation technique and the physical-
chemical characterization of the nanobiocomposite containing CNF and chitosan.
HEK293 cells were grown on this matrix to test the cytocompatibility and the
nanobiocomposite's ability to promote the adhesion and proliferation of human cells.
Subsequently, in experiment 3, aiming at greater stability the physicochemical
properties of the nanobiocomposite were altered and, again characterized and then
human mesenchymal stem cells were cultivated on the nanobiocomposite to evaluate
cytocompatibility and the induction potential of osteogenic differentiation. The results
of experiment 1 revealed that cotton CNFs are needle-like elongated fiber, with
diameters of about 6 - 18 nm, while their length ranged from 85 to 200 nm. The
cellulose characteristic bands were obtained by spectroscopy and CNFs showed
negative surface charges on their surface (=10 mV). In the conditions tested, there was
no difference (p>0.05) in the rates of proliferation, viability, cell cycle and extracellular
SOD levels. However, exposure to CNFs for 48 h decreased the expression levels of
genes related to stress and apoptosis (ATF4, DAPK1 and BAX; p<0.05). Additionally,
the activity results of alkaline phosphatase (p<0.05), von Kossa and Alizarin Red
demonstrated that cotton CNFs demonstrated the ability to induce osteogenic in
human mesenchymal stem cells. In experiment 2, characterization results showed that
CNF increased nanotopography and decreased the rates of intumescent and
degradation of CNF/chitosan nanobiocomposite (p<0.05). The cytocompatibility
assays, nanobiocomposite promoted cell proliferation and increased area of HEK293
cells (p<0.05), but was cytotoxic after 72 h of culture. In experiment 3, the
physicochemical properties of the nanobiocomposite were altered by improving
cytocompatibility, as well as presented the ability to induce osteogenic differentiation
for human mesenchymal stem cells. Together, the data in this study provided new
information on the cytocompatibility of cotton CNFs and nanobiocomposites containing
cotton CNFs. The CNFs and nanobiocomposites have induced the proliferation and
differentiation of stem cells, which opens possibilities for future applications of these
biomaterials in cell therapy and bone regeneration.

Keywords: In vitro methods, Natural polymers, Cytocompatibility, Tissue engineering,
Osteogenic differentiation
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1 INTRODUGCAO GERAL

Na ultima década os avancos da nanobiotecnologia impulsionaram o
desenvolvimento de novos nanobiomateriais aplicados a area biomédica. Isso foi
possivel, pois quando as dimensBes dos materiais encontram-se na escala
nanometrica, as propriedades fisicas e quimicas passam a ser diferentes das
observadas no mesmo material quando comparado ao seu tamanho micro ou macro
(BOONRUNGSIMAN et al., 2017; ZAMANI et al., 2017). Essas novas propriedades
tem sido exploradas em areas emergentes da medicina conhecidas como medicina
regenerativa e engenharia de tecidos (GAO et al., 2017; HILL; MAHMOUDI; ABADI,
2019).

Os nanomateriais (NMs) possuem caracteristicas biomiméticas,
propriedades biolégicas e mecanicas especiais que os credenciam a induzirem a
diferenciacdo celular de células-tronco em varios tipos celulares como muscular,
cartilagem, neuronal, 6sseo, dentre outras (AMARAL et al., 2019; NGUYEN et al.,
2017; ZHANG et al., 2018a, 2018b). As nanofibras de celulose (NFCs), derivadas da
biomassa renovavel, sdo uma das classes mais importantes de NMs naturais, com um
enorme potencial de aplicagdo na biomedicina. Devido as suas propriedades
mecanicas excepcionalmente altas (alta resisténcia especifica), alta area de
superficie, (LOKANATHAN et al., 2017) e caracterisiticas similares a componentes da
matriz extracelular (BHAT et al., 2017; NGUYEN et al., 2017), as NFCs podem ser
utilizadas como material bioativo e de reforco para compdésitos poliméricos aplicados
a cultura e diferenciacéo de células-tronco.

Por outro lado, ha uma preocupacao com as questdes de saude humana e
ambiental que impulsionaram pesquisas com novos NMs renovaveis e biocompativeis
obtidos a partir de recursos naturais (MUNK et al., 2016, 2017). Portanto, o uso das
NFCs requer, em primeiro lugar, uma melhor compreensao de seus efeitos, incluindo
possiveis impactos a saude humana quando utilizados em aplicagfes biomédicas.

A hipétese desse trabalho € que as NFCs sao citocompativeis quando em
contato com as ceélulas-tronco mesenquimais humanas e quando utilizadas como
componentes de nanobiocompoésitos induzem a proliferacdo e diferenciacéo

osteogénica.
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1.1  NANOBIOTECNOLOGIA

O prefixo "Nano" deriva da palavra grega nanos que significa ando. Nas
ultimas décadas, a nanotecnologia surgiu como uma ferramenta multidisciplinar, a fim
de aprimorar produtos existentes e gerar novas tecnologias de alto desempenho para
pesquisa e industria utilizando dispositivos em escala nanométrica que possuem pelo
menos uma de suas dimensodes entre 1 e 100 nm (Figura 1) (JAIN, 2008; THIMIRI
GOVINDA RAJ; KHAN, 2016).

Devido ao numero de dimensdes, os NMs podem apresentar diferentes
formas: nanoparticulas com as trés dimensdes inferiores a 100 nm, nanofilmes com
apenas uma dimensédo inferior a 100 nm e as nanofibras que apresentam duas
dimensdes inferiores a 100 nm (BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA; GOLIMOWSKI;
URBAN, 2009).

Célula
H,0 DNA  Anticorpo Virus Bactéria cancerigena

-~

04nm 1nm 10 nm 1700 nm 1um 10 um

| IK?‘I
o ®

Figura 1 - Escala nanométrica dos materiais quando comparados com biomoléculas. Fonte:
Adaptado de: Belyanina et al. (2017)

Os materiais na faixa de tamanho nanométrico ocorrem tanto na natureza

liberados nas queimadas e emissdes vulcanicas, quanto como resultado de processos
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industriais tais como nos processos de refinagdo, soldadura, produgéo de alimentos
ou combustdo de automoveis. No entanto, novos NMs e nanoestruturas vém sendo
manufaturados de forma intencional pelo homem com propriedades fisico-quimicas
relacionadas a aplicacdo final do produto (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007,
FARRE et al., 2009; ROBLES-GARCIA et al., 2016).

Os NMs podem ser sintetizados por duas técnicas convencionais: top down
ou métodos de cima para baixo e bottom-up ou métodos de baixo para cima. No
método top down as estruturas maiores sao diminuidas continuamente de tamanho,
até chegarem a dimensGes nanométricas. Os métodos bottom-up utilizam varios
processos quimicos, fisicos e conjugados para organizar os atomos e produzir 0s
NMs. Durante o processo de fabricacéo, o arranjo de atomos e moléculas dos NMs é
modificado visando obter um produto final mais barato, preciso e adequado (CHEN et
al., 2013; SABA; JAWAID, 2017).

O uso da nanotecnologia associada a sistemas biologicos resultou na
emergéncia da nanobiotecnologia (ZAMANI et al., 2017). O crescimento do uso da
nanotecnologia na area da saude é resultado da identificacdo de muitas propriedades
Unicas dos NMs, tais como caracteristicas magnéticas, cataliticas, oticas, elétricas e
mecanicas (JORFI; FOSTER, 2015; LI; ZHAO; LIU, 2013), com objetivo de prevenir,
diagnosticar ou tratar doencas (CHANG et al., 2015; JULIANO, 2013). Essas novas
propriedades e fenbmenos dos materiais na escala atbmica e molecular podem ser
controlados para novos usos que nNao eram possiveis com 0S Mesmos materiais na
sua escala original.

Além disso, a medida que sdo feitos avancos na nhanobiotecnologia,
também estdo sendo alcancados progressos no desenvolvimento de NMs
biodegradaveis ou reciclaveis para garantir seu uso seguro e sustentavel (CHANG et
al., 2015).

1.2 NANOFIBRAS DE CELULOSE (NFCs)

A celulose é um dos principais polimeros estruturais das paredes celulares
das plantas (ABDUL KHALIL et al., 2014), sendo o polimero natural mais abundante

e renovavel do mundo, com aproximadamente 10° toneladas produzidas anualmente
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(URRUZOLA et al., 2014). E um polissacarideo semicristalino composto de
mondémeros a-D-glicopiranose ligados por ligages glicosidicas 1-4-B com unidades
de glicose alternadas, como mostrado na Figura 2. Devido a alta intensidade dos
grupos hidroxila ao longo do esqueleto, formam-se as redes estendidas de ligacbes
de hidrogénio (ligagbes intra e intermoleculares), consequentemente, duas regioes
estruturais podem ser encontradas: a regido cristalina e a regido amorfa
(MAHFOUDHI; BOUFI, 2017).

OH  CH,OH OH
0
OH 0./OH
o\gH OH
o
OH  CH,OH OH  CH,OH

Figura 2 - Molécula de celulose: ligacdo 1-4 dos mondmeros B glicose. Adaptados de: Saba;
Jawaid (2017).

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, as NFCs receberam mais
atencdo entre os pesquisadores (GARCIA et al., 2016). O termo nanocelulose tem
sido amplamente utilizado para descrever NMs a base de celulose, tendo pelo menos
uma dimensdo na escala nanométrica, ou seja, com 1 a 100 nm de diametro e o
comprimento podendo estar na escala micrométrica variando de 100 nm a 2,1 um
(ABDUL KHALIL et al., 2014; AZIZI SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005; KLEMM et
al., 2011).

A nanocelulose pode ser dividida em trés tipos diferentes com base em
suas dimensodes, funcdes e meéetodos de preparacdo, que por sua vez dependem
principalmente da fonte da celulose e das condigbes de processamento, resultando
em particulas com variadas cristalinidades, superficie quimica e propriedades
mecanicas (ABDUL KHALIL et al., 2014; ABITBOL et al., 2016; NASIR et al., 2017).
Essas trés categorias incluem a celulose bacteriana, que é produzida por bactérias

(por exemplo a bactéria Gluconacetobacter xylinus) (MOREIRA et al., 2009); os
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nanocristais de celulose, também conhecidos como celulose nanocristalina ou
nanowhiskers de celulose, que apresentam tanto o comprimento quanto o diametro
em dimensdes nanométricas; e as nanofibras de celulose (NFCs), também
conhecidas como nanocelulose fibrilada, que possuem diametro de 1 a 100 nm e
comprimento em até alguns micrometros (EICHHORN et al.,, 2010; NASIR et al.,
2017).

As NFCs apresentam dominios cristalinos separados por regiées amorfas
menos ordenadas (LEE et al.,, 2014). As propor¢cbes dos dominios cristalinos e
amorfos variam de acordo com a fonte de extracéo e o método de obtencdo das NFCs
de modo que as propriedades mecanicas dessas nanofibras sao diferentes umas das
outras (ABITBOL et al., 2016; BECK; BOUCHARD, 2014; GARCIA et al., 2016).

As NFCs podem ser extraidas de diversas fontes renovaveis como o
algodao (MUNK et al., 2015), a palma (FAHMA et al., 2011), o bambu (YU et al., 2012)
e a palha de arroz (LU; HSIEH, 2012), através de uma ampla variedade de métodos
de obtencdo, incluindo tratamento quimico, tratamento enzimatico e tratamento
mecanico. O pré-tratamento de fibras de celulose ou uma combinacéo de dois ou mais
métodos € tipicamente usado para obter as caracteristicas desejadas desse NM
(ABDUL KHALIL et al., 2017).

A hidrélise &cida, relatada pela primeira vez em 1947 (NICKERSON;
HABRLE, 1947), € o método top-down com tratamento quimico mais utilizado para
obtencéo das NFCs (BHAT et al., 2017). A hidrdlise acida (Figura 3) facilita o processo
mecanico removendo regides amorfas das fibras de celulose e aumenta a
cristalinidade das fibras (ABDUL KHALIL et al., 2017). No processo de hidrélise acida,
o ion de hidrogénio entra nas regides amorfas das cadeias de celulose e promove a
clivagem hidrolitica das ligac6es glicosidicas. Um tratamento mecéanico para disperséo
de NFC, como a sonicacgéo, pode ser necessario para evitar a aglomeracao (NASIR
et al., 2017). O acido sulfurico (H2SO4) é o acido mais comum usado para esse fim
(BHAT et al., 2017).
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Figura 3 - Esquema mostrando a hidrélise &cida da celulose. Adaptado de: Lee et al. (2014).

Entre os diferentes tipos de NMs, as NFCs de algoddo tém atraido uma
atencao especial por serem conhecidas como materiais de celulose de alta pureza,
pois seu teor de celulose é superior em relacédo as fibras lignocelulésicas, além de
serem abundantes e renovaveis (CHEN et al., 2014).

A NFC pode ser aplicada em diversas areas devido as suas caracteristicas
Unicas, como sustentabilidade, biodegradabilidade (quando liberada no ambiente),
baixa densidade (aproximadamente 1,566 g cm-3), disponibilidade abundante e baixo
custo. Além disso, a dimensdo nanoscoOpica da celulose possui uma relacéo
superficie-volume muito grande, alto médulo de elasticidade, alta resisténcia a tracao,
alta rigidez, flexibilidade e boas propriedades térmicas, elétricas e Opticas (BHAT et
al., 2017; FLAUZINO NETO et al., 2013; SILVERIO et al., 2013).

Além de apresentarem suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas
Unicas, oferecem sitios de adesdo celular e exibem propriedades semelhantes as
fiboras do colageno com direcionamento, importantes na proliferacdo, migracdo e
diferenciacao celular (JORFI; FOSTER, 2015; MATHEW et al., 2012; POOYAN et al.,
2013).

As NFCs podem ser aplicadas em cosmeéticos (TIDJARAT et al., 2014),
liberacdo de farmacos (BHANDARI et al., 2017) e aplicacdes clinicas, especialmente
na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa (AO et al., 2017; PARK et al.,
2015). Devido a essas varias aplicacdes, o mercado global de NFCs devera registrar
um tamanho de mercado em termos do valor de US$ 661,3 milhdes até 2023
(MARKETSANDMARKETS, 2019).
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1.3 NANOTOXICIDADE

A nanotoxicologia foi proposta como um ramo da toxicologia para
preencher as lacunas no conhecimento e abordar, especificamente, 0os potenciais
efeitos adversos a salude e ao meio ambiente causados pelos NMs (HUSSAIN et al.,
2015; KHAN; FULEKAR; PATHAK, 2015).

Os rapidos avancos na nanobiotecnologia tiveram um grande impacto em
areas como eletronica, agricultura e medicina (D’MELLO et al., 2017; KAH et al., 2018;
PAN et al., 2018), e consequentemente aumentou a exposi¢cao humana aos NMs por
diferentes vias como inalacdo, ingestdo, absorcédo pela pele e injecdo (NEL et al.,
2014; OBERDORSTER et al, 2015, OBERDORSTER; OBERDORSTER;
OBERDORSTER, 2005). O nimero emergente de produtos contendo NMs leva a
preocupacdes quanto ao potencial risco para a saude humana apés a exposicao do
consumidor (GODWIN et al., 2015; VANCE et al., 2015).

O estudo da toxicidade dos NMs ndo apenas fornece dados para a
avaliacdo da seguranca de nanoestruturas e nanodispositivos projetados, mas
também ajuda a avancar no campo da nanomedicina, fornecendo informacdes sobre
as propriedades indesejaveis dos NMs e os meios para evita-las (JOHNSTON et al.,
2013; RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016; RYCROFT et al., 2018).
Assim a nanotoxicologia é importante para o desenvolvimento de uma nanotecnologia
segura e sustentavel.

As mesmas propriedades que tornam os NMs Unicos, como dimensdes em
nanoescala, grande area de superficie e forma particular, podem contribuir para seu
perfil toxicolégico (HUSSAIN et al., 2015; IVASK et al., 2014), uma vez que aumenta
sua interacdo com tecidos biologicos (BUERKI-THURNHERR et al., 2018;
HOUGAARD et al., 2015). A nanotoxicologia engloba desde os estudos das
caracteristicas fisico-quimicas, até os aspectos de interacdo dos NMs com sistemas
biolégicos. Além disso, estd envolvida na elaboracdo de protocolos confiaveis,
robustos, reprodutiveis e com dados confiaveis para investigacdo dos possiveis riscos
humanos e ambientais causados pelos NMs (D’'MELLO et al., 2017; LEWINSKI,
COLVIN; DREZEK, 2008).

O potencial de resposta biologica significativa em cada via de exposicao

requer investigacdo. A atividade biolégica depende de muitos parametros dos NMs
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incluido tamanho, forma, quimica, cristalinidade, propriedades da superficie (area,
porosidade, carga, modificacbes da superficie), estado de aglomeracéo,
biopersisténcia e dose (FALAGAN-LOTSCH; GRZINCIC; MURPHY, 2016; HUSSAIN
et al., 2015, OBERDORSTER; OBERDORSTER; OBERDORSTER, 2005). Nesse
contexto, iniciativas de pesquisas regulatérias tem surgido para estabelecer normas
legislativas que possibilitem o desenvolvimento e a aplicacdo segura de NMs
(JANTUNEN et al., 2018).

A celulose em nanoescala apresenta morfologia em forma de fibras que
tem sido associada aos efeitos adversos de outros NMs fibrosos (BOONRUNGSIMAN
et al.,, 2017; SHARMA et al., 2016). Até 0 momento, pouco se sabe sobre como 0s
NMs fibrosos se comportam quando em contato com células de mamiferos. Estudos
atuais sobre os efeitos toxicolégicos das NFCs ainda sdo escassos. Alguns estudos
sobre a citotoxicidade das NFCs de algodao foram previamente relatados em células
de mamiferos, por exemplo, células pulmonares humanas (CLIFT et al., 2011), células
de fibroblastos bovinos (PEREIRA et al., 2013a), enquanto outras foram testadas em
embrides bovinos (MUNK et al., 2016).

No entanto, a maioria dos estudos em nanotoxicologia tem sido realizada
usando linhagens celulares diferenciadas. Enquanto alguns mecanismos toxicos
podem ser universais, outros podem variar de uma maneira especifica de cada tipo
celular (BONDARENKO et al., 2013; HANSJOSTEN et al., 2018). Portanto, torna-se
necessario a avaliacao de diferentes tipos celulares, incluindo células indiferenciadas,

para a elucidacdo dos possiveis riscos do uso de NFCs.

1.3.1 TECNICAS DE AVALIACAO DE TOXICIDADE

Com o crescente interesse no potencial de toxicidade, os efeitos adversos
dos NMs produzidos sao intensamente investigados por diferentes mecanismos in
vitro ou in vivo.

Os sistemas de modelos in vitro utilizando linhagens celulares ja
estabelecidas sdo extremamente relevantes e importantes e fornecem um meio rapido
e eficaz para avaliar a toxicidade dos NMs (LAI, 2017). Eles também permitem o

desenvolvimento de avaliagbes por mecanismos padronizados e fornecem
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informacdes refinadas sobre como os NMs interagem com as células humanas de
varias maneiras. Pela exposi¢ao de culturas celulares a determinado NM de interesse
€ possivel estabelecer relacbes de dose e efeito nas células. Esses ensaios sao
adequados para evitar a necessidade de grandes quantidades de testes in vivo ja que
um numero cada vez maior de novos NMs sao produzidos (CIAPPELLANO et al.,
2016; COHEN et al., 2014).

Ensaios classicos de toxicidade in vitro sdo utilizados para determinar a
viabilidade e citotoxicidade em células cultivadas. Estes ensaios relativamente simples
utilizam corantes colorimétricos ou fluorescentes como marcadores para determinar a
viabilidade celular avaliando a integridade da membrana utilizando, por exemplo, a
citometria de fluxo ou avaliando o metabolismo celular pelo ensaio de MTT (brometo
3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio) (LI et al., 2015a; MONTEIRO-RIVIERE;
INMAN; ZHANG, 2009). O ensaio de MTT € um teste colorimétrico que determina os
efeitos intracelulares prejudiciais nas mitocondrias e na atividade metabdlica que
podem ser causados por NMs (CIAPPELLANO et al., 2016).

Estudos mostram que NMs de varios tamanhos e varias composicoes
quimicas podem atingir preferencialmente as mitocéndrias (FOLEY et al., 2002; LI et
al., 2003; SAVIC et al., 2003; YANG et al., 2016). Como as mitocondrias s&o organelas
redox ativas, ha uma probabilidade de alterar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e, assim, sobrecarregar ou interferir nas defesas antioxidantes
celulares (LI et al., 2015a). Portanto, o estresse oxidativo € um mecanismo comum de
dano celular induzido por NMs (ANSPACH et al., 2016; PEREIRA et al., 2013a).

Entretanto, as células também apresentam um sistema de defesa
antioxidante para combater as EROs, seja diretamente por interceptacdo ou
indiretamente através da reversdao do dano oxidativo (ARORA; RAJWADE,;
PAKNIKAR, 2012; DAYEM et al.,, 2017). A enzima superoxido dismutase (SOD)
converte o radical superoxido altamente reativo no peréxido menos reativo (H202), que
também pode ser destruido (STAHL et al., 1998). Um dos métodos mais utilizados
para medir a atividade da SOD é um ensaio colorimétrico usando xantina oxidase que
converte o corante tetrazolio solivel em agua (WST-1) (2- (4-lodofenil) - 3- (4-
nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil) - 2tetrazolio, sal monossodico) em formazan. A taxa de
reducdo com um anion superoéxido esté diretamente relacionada a atividade da xantina
oxidase e € inibida pela SOD (YANG et al., 2009).
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A viabilidade das células pode ser determinada por citometria de fluxo,
adicionando um corante de ligacdo ao DNA, como o iodeto de propidio (PI), em uma
concentracéao relativamente baixa a uma populacao de células (ADAN et al., 2017). O
Pl é uma molécula fluorescente, de elevado peso molecular, que cora o nucleo celular
desde que a membrana celular esteja permeavel. Nao sendo possivel sua penetracéo
em células intactas e em células apoptéticas que ndo apresentam alteracbes da
permeabilidade da membrana, ou seja, marca as células em estagios finais da
apoptose (BENDALE; BENDALE; PAUL, 2017).

Além da apoptose, existem outras formas de morte celular, como por
exemplo a morte celular dependente de autofagia e a necrose. A autofagia é um
processo conservado que fornece componentes do citoplasma aos lisossomos para
degradacdo. Embora originalmente identificada como um mecanismo de
sobrevivéncia celular, a autofagia desempenha papéis altamente especificos ao
contexto na mediagao da morte celular (DENTON; KUMAR, 2019).

A distin¢do entre necrose e apoptose é devida em parte a diferencas na
forma como a membrana plasméatica participa desses processos. Na necrose, a perda
precoce da integridade da membrana plasmatica permite um influxo de ions
extracelulares e liquidos, com aumento do volume da célula e de suas organelas. Na
apoptose, a integridade da membrana plasmatica persiste até o final do processo,
além de ocorrer a condensacao da cromatina, a fragmentacéo nuclear e a formacéao
de bolhas na membrana plasmatica (HOTCHKISS et al., 2009).

A avaliagcédo da expressao génica pode determinar quais vias celulares sao
alteradas pela exposicdo a NMs e estudar esses mecanismos no nivel molecular
(FALAGAN-LOTSCH; GRZINCIC; MURPHY, 2016; SNYDER-TALKINGTON et al.,
2015). Para investigar possiveis alteracdes na expressao génica em células causadas
por NMs, alguns genes séo utilizados, como biomarcadores de ciclo celular, apoptose
e estresse (ANSPACH et al., 2016; FALAGAN-LOTSCH; GRZINCIC; MURPHY, 2016;
SAHU, 2016).

Os genes HSPA5 (Heat shock protein family A member 5) e ATF4
(activating transcription factor 4), sdo exemplos de genes que podem ser modulados
pela exposicao a NMs e estdo envolvidos na regulacdo da autofagia por estresse do
reticulo endoplasmatico (LIU et al., 2019a; SUSHMA et al., 2018).

A familia de genes BCL2 desempenha um importante papel na regulagéo
da apoptose (ALARIFI et al., 2017). O gene BAX (BCL2 associated X protein), é
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membro da familia BCL2, pré-apoptético e esta envolvido na apoptose quando as
células estdo sob estresse. O gene BCL2 (B-cell lymphoma 2) € um gene anti-
apoptotico e classificado como oncogene (COSENTINO; GARCIA-SAEZ, 2017).
Quando um fator, como por exemplo a exposi¢cdo a NMs, induz as células a morte, o
gene BAX é sobre-regulado e desempenha um papel importante nessa via, o BCL2
também é sobre-regulado, mas essa proteina inibe a apoptose nas células, portanto,
qguando as células estdo sob estresse, o balanco da expressdo desses dois genes
determina se as células entrardo ou ndo em apoptose (PEREIRA et al., 2013b). Dessa
forma, a razdo BAX/BCL2 é importante na expressdo desses genes, quando essa
razdo € maior do que 1, as células entram em apoptose, e quando menor que 1 as
células se mantém vivas (AHMADIAN et al., 2017).

O gene DAPK1 (Death associated protein kinase 1) € um importante
regulador de morte celular e da autofagia (GADE et al., 2014). Além disso, € um
mediador de vias pro-apoptéticas e, também, esta envolvido em multiplos processos
de morte celular induzidos por NMs (LI et al., 2018).

Estudos mostram que os NMs podem afetar a expressao génica de células
de mamiferos (ASARE et al.,, 2016; POPOV; POPOVA; IRINA |. SELEZNEVA,
AZAMAT Y. AKKIZQOV, 2016). Entretanto, ainda sao escassos estudos sobre como os
NMs podem alterar a expressao génica de células humanas (FALAGAN-LOTSCH;
GRZINCIC; MURPHY, 2016; VAN DER ZANDE et al., 2016) e, para NFC, inexistentes

em células-tronco mesenquimais humanas.

1.3.2 CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS

O tamanho, a morfologia e a composi¢do sdo parametros criticos para a
bioatividade do NM, mas é dificil determinar qual propriedade desempenha um papel
essencial nas interagcdes biolégicas quando se trata de varios tipos de NMs (JEMEC
et al., 2016; MU et al., 2014), por isso é de extrema importancia a caracterizacao para
conhecer bem o NM utilizado e seus possiveis efeitos toxicoldgicos.

Muitos estudos comecaram a ser feitos para investigar os possiveis efeitos
dos NMs com diferentes tamanhos, formas e superficies quimicas na citotoxicidade e
regulacdo génica (ATHA et al., 2017; CHITHRANI; CHAN, 2007; CHITHRANI,
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GHAZANI; CHAN, 2006; CHO et al., 2009; XUN et al., 2017; ZHAO et al., 2014). A
exposicdo aos NMs induz diferentes efeitos toxicologicos dependendo das linhagens
celulares (LAHIANI et al., 2017; MAHAPATRA et al., 2017; YANG et al., 2009).
Estudos in vitro demonstraram que a exposicdo a celulose nanocristalina e
nanofibrilada n&o causaram a morte celular nem citotoxicidade em diferentes tipos de
células de mamiferos, como por exemplo células endoteliais e epiteliais humanas e
epiteliais, fibroblastos e macréfagos de rato (DONG et al., 2012; Nl et al., 2012; YANG
et al., 2013b). Enquanto outros relataram uma reducéo significativa na viabilidade
celular em células de mamiferos, como células pulmonares humanas e fibroblastos
bovinos (CLIFT et al., 2011; PEREIRA et al., 2013a). Assim, para garantir a aplicacao
segura principalmente em aplicacdes biomédicas, as propriedades dos NMs devem
ser avaliadas.

Os NMs podem ser caracterizados por diversas técnicas (SABA; JAWAID,
2017). As técnicas microscopicas incluem microscopias oOptica, eletrbnica e sonda de
varredura. Especificamente, as técnicas mais utilizadas para a caracterizacdo dos
NMs sdo microscopia eletrénica de transmissdo (MET), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e microscopia de forca atdmica (AFM), que possuem resolucéao de
escala subnanométrica. Além da obtencdo de imagem, esses métodos sédo aplicados
para determinar agregacéo, dispersio, tamanho, estrutura e forma dos NMs (FARRE
et al., 2009; LIN et al., 2014a).

O potencial elétrico na superficie de cisalhamento € chamado de potencial
Zeta, que é geralmente determinado pela medicdo da velocidade das espécies
carregadas em direcao ao eletrodo na presenca de um campo elétrico externo através
da solucdo da amostra (PONS et al., 2006; SAPSFORD et al., 2011). O potencial Zeta
com um valor de + 30 mV é geralmente escolhido para inferir a estabilidade de
particulas, através do qual o valor em modulo superior a 30 mV indica uma condi¢ao
estavel, enquanto um potencial Zeta inferior a 30 mV em maédulo indica uma condi¢ao
de instabilidade, agregacéo, coagulacao ou floculacdo (SAPSFORD et al., 2011).

A carga superficial dos NMs pode ser determinada com auxilio da técnica
de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) (OH; PARK, 2014). Dependendo de como
o NM pode estar carregado, as formas de interacdo com as células se alteram
(WALKEY et al., 2012). A carga superficial dos NMs tem influéncia sobre a captacao
celular que é conduzida principalmente por interagdes eletrostaticas. Os NMs neutros

e anidénicos sdo menos eficientemente internalizados do que os catidnicos, porque a
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membrana celular € normalmente carregada negativamente (MAO; ZHOU; GAO,
2013).

A caracterizacao estrutural de NMs pode ser feita utilizando as técnicas de
Espectroscopia Raman e Espectrocopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), que fornecem informagdes a nivel molecular sobre as caracteristicas
estruturais e composicionais dos NMs (AHLINDER et al., 2013; BANDYOPADHYAY
et al., 2012). Na espectroscopia Raman, um laser € utilizado para irradiar a amostra
com radiacdo monocromatica e os fotons perdem um pouco de energia relativa a
energia excitante para as coordenadas vibracionais especificas da amostra, portanto,
para observar as bandas, a vibracdo molecular deve causar uma mudanca na
polaridade (ZARE et al., 2019). A Espectrocopia FTIR mede a vibracdo e rotacdo de
moléculas influenciadas pela radiacdo infravermelha em um comprimento de onda
especifico. Essa técnica permite a identificacdo de alteragBes estruturais na ligacao
molecular entre diferentes compostos, que podem fornecer informagdes sobre a
natureza de suas interacdes (FAGHIHZADEH et al., 2016).

Técnicas de caracterizacao sao fundamentais para garantir a seguranca de
uso dos NMs nas mais diversas areas, incluindo a biomédica. Particulamente, é
necessario caracterizar o NM destinado ao uso terapéutico utilizando um conjunto de

técnicas adequadas para potencial uso na engenharia de tecidos (LIN et al., 2014a).

1.3.3 CULTURA DE CELULAS IN VITRO COMO MODELO PARA AVALIACAO DA
NANOTOXICIDADE

O uso de células como modelos de toxicidade in vitro colabora para a
reducgéo do uso de animais em estudos in vivo, bem como tem o potencial de aumentar
a compreensdo da base molecular da toxicidade, em pesquisas farmacéuticas e
meédicas e em estudos pré-clinicos aprimorados para prever a resposta biologica e os
riscos ambientais (LIU et al., 2013).

Para avaliag&o in vitro dos possiveis efeitos adversos dos NMs, devem ser
utilizados sistemas de teste representativos, como células primarias, células
imortalizadas ou células-tronco. As células primarias sdo aquelas que desprendem do

tecido, porém nao sao facilmente obtidas e ndo podem ser mantidas em cultura in vitro



40

por periodos prolongados (HANDRAL et al., 2016), porém apresentam maior
similaridade ao tecido original e menor variagdo cromossomica. Linhagens celulares
imortalizadas, séao linhagens celulares transformadas e tém varias vantagens sobre
as células primarias, como a capacidade de proliferar praticamente indefinidamente,
a relacdo custo-beneficio, a facilidade de manuseio e ndo ha restricdes éticas
associadas ao uso de tecidos animais ou humanos (ACHILLI; CIANA; MINETTI,
2018). Entretanto, as linhagens imortalizadas podem apresentar variacfes
cromossbémicas apds longos periodos de cultura in vitro (HUGHES et al., 2007). A
linhagem celular 293 derivada de rim embrionario humano (HEK) é um tipo de
linhagem imortalizada utilizada em diversos estudo in vitro de citotoxicidade (ROMO-
URIBE; MENESES-ACOSTA; DOMINGUEZ-DIAZ, 2017), de biologia molecular (LIN
et al., 2014b), e na engenharia de tecidos (REYES et al., 2016).

As células-tronco sao células fenotipicamente indiferenciadas com
capacidade de se auto renovar e com potencial de desenvolvimento para formar varias
linhagens celulares (LIU et al., 2013). As células-tronco mesenquimais estao
presentes em muitos tecidos e podem ser isoladas, por exemplo, da medula éssea,
tecido adiposo, corddo umbilical e dentes; apresentando a capacidade de se
especializar na maioria dos tipos de células corporais, incluindo as de linhagens de
musculos, 0ssos, gordura e cartilagens (CHRISTODOULOU et al., 2018).

Segundo a Sociedade Internacional para Pesquisas com Células-tronco
(BYDLOWSKI et al.,, 2009; LIU; ZHUGE; VELAZQUEZ, 2009), alguns itens sao
considerados para afirmar que se trata de uma a célula-tronco mesenquimal, tais
como: (1) uma Unica célula é capaz de formar col6nia; (2) morfologia tipica (células
aderentes ao plastico, tendo morfologia semelhante ao fibroblasto); (3) as células tem
a capacidade de se diferenciar (em osteoblasto, condrdcito e adipdcito); (4) apresentar
marcadores de superficies (perfil imunofenotipico: OCT4, Nanog, Nestin, CD105,
CD31, CD34); além de (5) expressar genes marcadores (OCT4, Nanog, Nestin,
CD105).

As células-tronco sado consideradas modelos adequados para a
nanotoxicologia, porque, além de possuirem caracteristicas fisiologicas de células
humanas, podem fornecer diferentes backgrounds genéticos para testes de novos
NMs e nanoprodutos (HANDRAL et al., 2016).

Dentre os tipos de células-tronco existentes, destacam-se as

mesenquimais derivadas da polpa dentaria humana que podem ser isoladas de tecido
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adulto e possuem morfologia semelhante a fibroblastos, aderéncia a uma superficie
plastica e formam coldnias quando cultivadas in vitro (MARTENS et al., 2013).

Apresentam multipotencialidade in vitro com capacidade de se diferenciar
em varias linhagens de células (Figura 4), como odontoblastos, osteoblastos, células
neurais, condrécitos, adipécitos, mioblastos, fibroblastos e células endoteliais (NUTI
et al., 2016).

MEDULA
ESPINHAL

CORNEA

DENTE

0sso

CARTILAGEM

Figura 4 — Esquema das células-tronco isoladas da polpa dentaria humana mostrando a
capacidade de diferenciacdo em diferentes tipos celulares. Fonte: Adaptado de: BOJIC et al.
(2014)

As células-tronco da polpa dentaria humana sdo muito utilizadas na
engenharia de tecidos devido a sua facil acessibilidade, n&o necessitando de
intervencao cirargica, possibilidade de criopreservacéo e sua ativacdo imunogénica
induzida (BANSAL; JAIN, 2015). Devido a sua extracao eficiente e a alta capacidade

de diferenciagcdo em osteoblastos, as células-tronco mesenquimais da polpa dentaria
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sdo uma alternativa para uso na engenharia de tecidos 6sseos (D’AQUINO et al.,
2008). Essas células sao capazes de formar tecidos 6sseos in vivo com potencial de
ser uma fonte para reconstrucdes maxilofaciais e ortopédicas ou mesmo outras
reconstrucdes além da cavidade oral (YASUI et al., 2016; ZAKRZEWSKI et al., 2019).

A tecnologia de cultivo in vitro de células-tronco permite em grande parte a
substituicdo de estudos com animais por meio da utilizacdo de culturas de
monocamadas de células ou na producdo de modelos de tecidos in vitro. Essas novas
plataformas para testes toxicologicos tem o potencial de melhorar a eficacia dos testes
pré-clinicos (LIU et al., 2013), além de fornecer um novo paradigma para estudos de
bioinformética, biologia celular, epigenética (YILING HONG; CHAN; BEGUM, 2019),
bem como aplicacbes na medicina regenerativa e engenharia de tecidos (CAPLAN,
2019; STOLTZ et al., 2015).

14 NFC APLICADA A ENGENHARIA DE TECIDOS

Dentre as inumeras areas que podem ser beneficiadas pela
nanotecnologia, destacam-se a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa. A
engenharia de tecidos é conhecida como um campo interdisciplinar que aplica os
principios da engenharia e das ciéncias da vida ao desenvolvimento de substitutos
biol6gicos que visa melhorar, manter, restaurar e tratar fun¢des teciduais com mau
funcionamento causadas por doengas genéticas ou traumas (DHANDAYUTHAPANI
et al., 2011). Essas lesfes sao de dificil tratamento e o fornecimento exégeno de uma
matriz polimérica de suporte em associacdo com células-tronco surge como solucao
promissora para o reparo tecidual. A medicina regenerativa engloba numerosas
estratégias, incluindo o uso de biomateriais e células, bem como varias combinagdes
dos mesmos, para substituir estrutural e funcionalmente o tecido ausente, ou para
contribuir com a cicatrizagéo tecidual (MAO; MOONEY, 2015), incluindo pele, osso,
cartilagem, nervos e musculo (AKHAVAN, 2016; CHAUDHARI et al., 2016;
MARKSTEDT et al., 2015; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015; SHEIKH et al., 2015).

A engenharia do tecido 0sseo é considerada uma das areas mais
amplamente estudada. A perda éssea pode ser causada por neoplasia, defeitos

congénitos, trauma, cirurgia reconstrutiva ou doenca periodontal, que € um grande
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problema de satide em todo o mundo (CHEN et al., 2015; GUTIERREZ-HERNANDEZ
et al., 2017; PIGOSSI et al., 2015; YAMAGUCHI et al., 2016).

Biomateriais, produzidos a partir de materiais de compostos naturais, sdo
frequentemente usados em cultura de células e engenharia de tecidos, pois eles
possuem importantes propriedades mecéanicas como as da matriz extracelular (MEC)
(CASTRO; O'BRIEN; ZHANG, 2014; WANG et al., 2015). Esses biomateriais sao
utilizados como scaffolds (arcaboucos) biodegradaveis para o cultivo das células por
mimetizarem a MEC. Isso ocorre pois 0s biomateriais possuem uma arquitetura com
caracteristicas estruturais que vao da escala nano a macrométrica (MOHAN et al.,
2015).

A MEC natural é construida a partir de diversas biomoléculas de tamanhos
nanometricos, como colageno e glicosaminoglicanos e, geralmente, exibe sua
topografia em nanoescala (YANG et al.,, 2017). Assim, a incorporacdo de NMs na
matriz de polimeros produz uma nanotopografia que pode influenciar o material
bioldgico interligado, melhorando a adeséo celular e o espalhamento das células para
posterior proliferacdo e diferenciacdo (SHI; WANG; YANG, 2016). Dessa forma, os
scaffolds com caracteristicas semelhantes da MEC proporcionam um microambiente
tridimensional adequado para a ligacdo celular, ddo origem a tecidos ou 6rgaos
especificos e representam uma ferramenta fundamental para a engenharia de tecidos
e medicina regenerativa (DAYEM et al., 2016).

As nanofibras exibem uma semelhanca com a rede de fibrilas de colageno
da MEC que apresentam cerca de 50 a 500 nm de didmetro com tamanho de fibra
gue promove a distribuicdo de poros homogéneos na matriz (PINA; OLIVEIRA; REIS,
2015). Entre os varios NMs fibrosos, as NFCs de algodao, além de serem extraidas
de fontes naturais renovaveis, exibem excelentes propriedades mecéanicas, devido a
sua dimensao nanoscopia. Ainda, possuem alta cristalinidade, juntamente com maior
area de superficie e melhores propriedades interfaciais possibilitando seu uso no
reforco de filmes poliméricos (DUFRESNE, 2017).

Essas propriedades das NFCs, aumentam seu potencial uso na engenharia
de tecidos (KAMEL, 2007). Adicionalmente, a NFC, devido as suas excelentes
propriedades mecanicas e potencial citocompatibilidade, pode ser um material
promissor para adesao e proliferacédo celular, ja que as células aderem e se organizam
bem em torno de fibras com dimensdes menores que o diametro das células (CZAJA
et al., 2007; PINA; OLIVEIRA; REIS, 2015). O namero de trabalhos interessados na
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producdo de nanobiocompdsitos contendo celulose na escala nanométrica como
reforco em matrizes poliméricas tem crescido cada vez mais (ABDUL KHALIL et al.,
2017; BHAT et al., 2017).

Chen et al. (2016) realizaram um estudo sobre a regeneracdo 0ssea em
calvaria de rato utilizando scaffold de NFC combinada com hidroxiapatita e fibroina de
seda e os resultados mostraram que esse scaffold apresentou grande potencial no
reparo de defeitos 0sseos (CHEN et al., 2016b). Similarmente, em trabalhos
anteriores, WAN et al. (2006), mostraram que scaffolds contendo NFC e hidroxiapatita
pode servir para a regeneracao do tecido 6sseo. No entanto, até o momento ainda
nao foram realizados estudos avaliando o potencial de NFC de algodao associadas a
matrizes poliméricas em induzirem a diferenciacdo osteogénica de células-tronco

mesenquimais humanas.

1.4.1 DIFERENCIACAO DE CELULAS-TRONCO INDUZIDA POR
NANOMATERIAS

Células-tronco mesenquimais humanas sédo células multipotentes preé-
teciduais encontradas em diferentes tecidos como dentes de leite, gordura, musculo
ou medula éssea (PITTENGER et al.,, 1999). Possuem alta capacidade de auto-
renovacdo e diferenciacdo em varios tipos de células de um mesmo folheto
embrionario (SOENEN et al., 2014). Por isso sdo amplamentes usadas em estudos
de regeneracdo de tecidos (ASATRIAN et al., 2015; GRAYSON et al.,, 2015;
HACKENBERG et al., 2011; PACELLI et al., 2017). A modulacéo da diferenciacéo e
adesdao celular é fundamental para o desenvolvimento da engenharia de tecidos. A
inducdo da diferenciacdo envolve moduladores da transcricdo génica, fatores de
transcricdo, fatores de crescimento, proteinas quinases e receptores celulares
(LEWANDOWSKI; KOLANOWSKI; KURPISZ, 2017; OLVERA et al., 2017). O padrdo
ouro para essa inducéo in vitro é a utilizacdo de meios de cultura e suplementos
especificos. Por exemplo, para diferenciacdo osteogénica, os meios de cultura sdo
suplementados com dexametasona e acido ascorbico (PADUANO et al., 2016;
TIMASHEV et al., 2016). Para superar essa limitacdo é importante projetar um

ambiente de cultivo capaz de sustentar a diferenciacdo 0ssea sem 0 uso desses



45

suplementos. Isso é importante quando se visa a utilizacdo dessas células em
scaffolds in vivo (AMARAL et al., 2019).

Ha um interesse consideravel no uso de NMs para modular o
comportamento de células-tronco e para outras aplicacbes terapéuticas na
regeneracao de tecidos (DAYEM et al., 2016). Os mecanismos pelos quais os NMs
induzem a diferenciacdo de células-tronco ainda estdo sendo investigados. Até o
momento sabe-se que o aumento de pontos de contato proporcionado pelos materiais
na nanoescala promove a adeséo, a proliferacdo e mudancas na expresséao celular
das células (SOUSA; CARIDADE; MANO, 2017; STEVENS; GEORGE, 2005;
ZHUKOVA et al., 2017). A nanotopografia do scaffold, caracterizada pela presenca de
poros, cavidades e elevacfes nanométricas, forma uma rede tridimensional para o
desenvolvimento dos tecidos (WU et al., 2013). Esses efeitos tém sido atribuidos ao
fato da diferenciagdo das células-tronco ser controlada pelo microambiente
circundante, que contém caracteristicas quimicas, fisicas e mecéanicas especificas
para cada tipo de tecido.

Os NMs possuem propriedades mecanicas, fisicas e quimicas que o0s
tornam bioativos, mimetizando a MEC natural para modular a diferenciagdo celular.
Quando as células interagem com componentes da MEC, incluindo os NMs, as células
estabelecem pontos de ancoragem e adesdo. A principal familia de proteinas
transmembranares que mediam essas interacdes célula-MEC é conhecida como
integrinas (GIANCOTTI; ERKKI, 1999) e estdo envolvidas no processo de
mecanotranducdo induzidas por NMs. Neste tipo de transducdo, a célula converte um
estimulo mecénico em uma resposta bioguimica (AMBRIZ; DE LANEROLLE;
AMBROSIO, 2018), consequentemente, ha uma modificacdo intracelular de pequenas
moléculas, proteinas e fatores de crescimento essenciais para diferenciacdo celular
(DAYEM et al., 2016).

Outro fator que influencia no fendtipo celular € a organizacdo do seu
citoesqueleto. O rearranjo do citoesqueleto pode ser causado por varios estimulos,
como quimiocinas, fatores de crescimento, diferencas na rigidez de um substrato,
dentre outros (AMBRIZ; DE LANEROLLE; AMBROSIO, 2018). Esses estimulos
induzem a reorganizacdo do citoesqueleto e, consequentemente, modificacbes na
morfologia da célula e no formato do nucleo, influenciando na organizagédo
cromossOmica e na expressao génica (DALBY; GADEGAARD; OREFFO, 2014; PINA,;
OLIVEIRA; REIS, 2015; SCHLUETER et al., 2006). Nesse contexto, a reorganizacao
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da actina é necessaria durante a adesao, proliferacdo e diferenciacdo das células-
tronco (RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2015). Esses processos sio estimulados pelas
propriedades mecanicas dos scaffolds.

Outros estudos relataram que os NMs podem atravessar a membrana
plasmatica afetando vias de sinalizacéo celular e induzindo a diferenciacéo (ILIE et
al.,, 2012; ZHANG et al., 2015). As vias celulares podem diferir dependendo do NM,
receptores de membrana e tipo celular (ZHANG et al., 2018b). As caracteristicas
fisico-quimicas dos NMs tém uma grande influéncia no mecanismo de diferenciacéo
(Figura 5). Portanto, a utilizagdo de diferentes tipos de NMs abre vérias possibilidades
de implatancao de plataformas de diferenciacao celular.

NMs lipossomas ou  NMs a base NMs a base NMs oéxido de
poliméricos de ceramica de carbono metal / metal
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Figura 5 - llustragao esquematica das interagdes dos nanomateriais com células-tronco. Essas
interagdes podem estimular a diferenciacdo de células-tronco em uma variedade de tecidos,
incluindo, entre outros, nervos, musculos, pele, figado e ossos. Fonte: Adaptado de: Zhou et al.
(2018).
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NMs em formas de fibras, como, por exemplo, as NFCs, sé&o utilizados em
scaffolds para mimetizar as fibras de colageno presentes na MEC (STEVENS;
GEORGE, 2005). O colageno € um dos principais componentes da matriz extracelular
do tecido 6sseo, e sua arquitetura nanofibrosa tem sido notada por desempenhar
papel na funcao de adeséo, crescimento e diferenciacao celular em culturas de tecidos
(HUTMACHER, 2000; LIU; MA, 2004). Nanotopografias que mimetizam a MEC
demonstram ser capazes de induzir a diferenciacdo 6ssea (DALBY et al., 2007; LEE
et al.,, 2010) e também manter a capacidade de autorenovacdo de células-tronco
(MCMURRAY et al., 2011). Portanto, as NFCs de algodao podem ter o potencial de

aplicacdo na diferencagéo osteogénica de células-tronco mesenquimais.

1.4.2 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

A diferenciacéo osteogénica é um processo que envolve a diferenciacao de
células-tronco mesenquimais em osteoblastos maduros e é caracterizada pela
mineralizacdo da matriz por hidréxido de fosfato de calcio e sintese de proteinas
relacionadas a matriz 6ssea (SANTOS et al., 2011).

Os osteoblastos séo células responsaveis pela formacao da matriz 6ssea
e se originam de células-tronco mesenquimais imaturas, os pré-osteoblastos, que
também podem se diferenciar e dar origem a condrécitos, células musculares,
tendideneas e adipocitos (GRONTHOS, 2019). As células-tronco mesenquimais
sofrem varias etapas de transcri¢do para se diferenciarem em osteoblastos. Uma vez
que as células osteoprogenitoras comecam a se diferenciar em osteoblastos, elas
comegam a expressar uma série de marcadores genéticos e secretam o colageno do
tipo |, essencial para a mineralizagdo (LUTTRELL et al., 2019).

Runx-2 €& um fator de transcricdo associado a diferenciacdo de
osteoblastos, a sua super expressdo nas células-tronco mesenquimais promove a
diferenciacdo em osteoblastos imaturos, e inibe a diferenciagdo em linhagens
adipogénicas (KOMORI, 2017), através da via de sinalizacdo da proteina quinase
ativada por mitdgenos (MAPK), que por sua vez ativa outros genes de expressao

especificos de osteoblastos, responsaveis por traduzir as proteinas osterix (OSX),
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osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN), e sialoproteina 6ssea (BSP), e colageno tipo
| alfa (Col-1 a) essencial para a funcionalidade dos osteoblastos (LIU et al., 2019b).

A proteina morfogenética 0ssea 2 (BMP-2) pertence a superfamilia de
proteinas do fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B), é responsavel pela
expressao de proteinas estruturais 6sseas, como Col-1a e OCN, atuando como uma
molécula de sinalizacdo célula-célula durante a formacéo e o reparo 6sseo. Ambos,
BMP-2 e Runx-2 tém efeitos sinérgicos para promover a osteogénese (MAHMOUD et
al., 2019).

Estudos recentes mostraram que os NMs livres ou em scaffolds podem
apresentar propriedades osteogénicas, ou seja, terem a capacidade de formar o tecido
0sseo por estimular a deposicdo de matriz extracelular (NIU et al.,, 2019); podem
possuir atividade osteoindutora capaz de induzir a célula-tronco mesenquimal a se
diferenciar em osteoblasto (YUAN et al., 2019); e também serem osteocondutores,
capazes de propiciar a migracao e proliferacéo de células 6sseas (TAO et al., 2019).

NIU et al., (2019) reportaram que os NMs de vidro bioativo com molibdénio
aumentaram a capacidade osteogénica e de mineralizacéo de células-tronco do tecido
adiposo. Também, um estudo de MAHMOUD et al., (2019) mostrou que NMs contendo
ouro e hidroxiapatita apresentaram atividade osteoindutora em células-tronco
mesenquimais de medula éssea de ratos.

Um estudo realizado com trés tamanhos diferentes de nanoparticulas de
ouro demonstrou que a diferenciacdo osteogénica ocorre de maneira dependente do
tamanho da nanoparticula produzida (ZHANG et al., 2017). Adicionalmente, os NMs
podem estimular vias de sinalizacdo especificas nas células-tronco, resultando em
sua osteoinducédo (YANG et al., 2013a; Yl et al., 2010).

Os biomateriais produzidos com materiais em escala nanométrica tem
aplicacoes para engenharia de tecidos devido a sua semelhanca com a natureza
nanoestruturada do microambiente tecidual (DAYEM et al., 2016). NMs em formas de
fibras, como, por exemplo, as NFCs, sdo utilizados em scaffolds para mimetizar as
fibras de colageno presentes na MEC (STEVENS; GEORGE, 2005). A utilizacdo de
scaffolds com nanofibras promoveram melhor adesdo celular, proliferacédo e
expressdes fenotipicas funcionais do que os tipos tradicionais de scaffolds que néo
utilizam materiais em escala nanométrica (XIE et al., 2016).

Nanotopografias que mimetizam a MEC demonstram ser capazes de

induzir a diferenciagéo 0ssea (DALBY et al., 2007; LEE et al., 2010) e também manter
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a capacidade de autorenovacgéo de células-tronco (MCMURRAY et al., 2011). Dentre
os biomateriais utilizados para esse fim, destacam-se os filmes de quitosana que sé&o
osteocondutores podendo aumentar a formacéo de nédulos mineralizantes in vitro e
in vivo (MUZZARELLI et al., 1994; SHEIKH et al., 2015). Portanto, NMs como as NFCs
de algodao associadas ou néo a filmes de quitosana podem ter o potencial de induzir
a diferenciacédo osteogénica de células-tronco mesenquimais humanas cultivadas in

vitro.

1.4.3 TECIDO OSSEO

O osso é um 6rgao rigido que fornece suporte e protecao fisica a varios
orgdos vitais do corpo, além de desempenhar papéis na homeostase mineral,
hematopoiese e funcdo enddcrina (BURR, 2019a). Macroscopicamente, o tecido
0sseo pode ser classificado como compacto, constituido de partes sem cavidades; e
0 esponjoso com muitas cavidades intercomunicantes, porém, ambos apresentam a
mesma estrutura histologica (BURR, 2019b).

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo organizado
composto por elementos da MEC, como coldgeno e proteoglicanos, bem como
elementos inorganicos (fosfato e calcio que formam cristais de hidroxiapatita) que
possuem as caracteristicas de materiais nanométricos e células especializadas (as
células osteoprogenitoras, 0s ostedcitos, os osteoblastos e o0s osteoclastos)
(MORGAN; BARNES; EINHORN, 2013). O mineral inorganico proporciona rigidez a
estrutura, enquanto o colageno, proporciona resiliéncia e ductilidade (REZNIKOV et
al., 2018).

As células osteoprogenitoras sao derivadas do tecido mesenquimal durante
o desenvolvimento embrionario. Elas tém a capacidade de se diferenciar em varios
tipos celulares e podem modificar suas caracteristicas morfolégicas e fisiologicas em
resposta a estimulos especificos (TRAMMELL; KROMAN, 2013). Os osteoblastos se
originam de células-tronco mesenquimais e podem ser o produto de células
osteoprogenitoras ou células do revestimento 6sseo que podem se diferenciar. Essas
células sdo encontradas revestindo a superficie periosteal ou endosteal do tecido
0sseo (WICKRAMASINGHE; PORWIT; ERBER, 2011). Sintetizam a parte orgénica
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da MEC (colageno tipo 1, glicoproteinas e proteoglicanos) e concentram, na matriz
inorganica, fosfato de célcio participando da mineralizagdo da matriz 6ssea.

Ostedcitos séo outro tipo de célula 6ssea derivados dos osteoblastos que
foram cercados e envoltos por sua propria matriz 6ssea secretada e residem nas
lacunas, que permeiam o osso lamelar, comunicando-se com outros ostedcitos via
canaliculos por juncdes de gap facilitando a comunicacdo entre as células 6sseas e
mantendo a integridade 6ssea (LIAN; STEIN, 2008). Os osteoclastos sao células
multinucleadas derivados da fusdo de mondcitos e macréfagos. Estdo presentes nas
lacunas e tem funcdo de reabsorer a matriz éssea, reabsorvem o 0sso cortical e 0
trabecular, através de secrecdes quimicas enzimaticas e acidas (PARVIZI; KIM,
2010).

Estima-se que no corpo humano adulto, todo o esqueleto seja renovado a
cada 7 anos (CHEN et al.,, 2016a). A formacdo 6ssea pelos osteoblastos e a
reabsorcdo pelos osteoclastos sdo processos fortemente regulados, responséaveis
pela remodelacdo Ossea continua (BURR, 2019a). Os osteoclastos conduzem o
processo de reabsorcdo e remodelacdo do tecido 0sseo e substituicdo pelo osso
lamelar (LEE; BANCE, 2019), uma estrutura mais altamente organizada com camadas
alternadas de matriz extracelular mineralizada, cuja estrutura fornece ao 0sso sua
resisténcia mecanica (BOSKEY; ROBEY, 2013).

Existem numerosas proteinas ndo colagenosas no 0sso que regulam e
direcionam a construcdo e manutencdo da matriz extracelular. A osteocalcina é
produzida por osteoblastos e ostedcitos e sua funcéo esta relacionada ao aumento da
ligacdo do célcio e controle da deposi¢cdo mineral (RUPPEL; MILLER; BURR, 2008).
Por esse motivo, é usada como um marcador de formacéo 6ssea, embora também
tenha papel na regulacdo dos osteoclastos e seus precursores (GURKAN; AKKUS,
2008). A osteonectina esta localizada em locais de deposi¢cao mineral, onde se liga a
hidroxiapatita, colageno e vitronectina, e pode promover a nucleacao de novos cristais
minerais. Também pode desempenhar um papel na proliferacdo de osteoblastos
(BURR, 2019a).

Em geral, o tecido 6sseo tem a propriedade intrinseca de se reparar, mas
h&a muitas circunstancias em que a regeneracdo 0ssea total ndo ocorre e requer
estimulacao externa (QASIM; CHAE; LEE, 2019). Portanto, milhbes de pessoas com
defeitos 6sseos requerem enxerto 6sseo ou substituto. Devido a alta demanda por

cirurgia, o valor de mercado para enxertos 0sseos e materiais relacionados a
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implantes chegou a US$ 2,4 bilh6es em 2016 e devera atingir US $ 11,5 bilhdes em
2025 (GRAFTS et al., 2019).

Dessa forma, a engenharia de tecidos tem investido na pesquisa e na
criacdo de novas técnicas de fabricacdo de materiais em escala nanomeétrica, como
nanofibras e scaffolds nanofibrosos (NGIAM et al., 2010) com o objetivo explorar as
caracteristicas funcionais e materiais em nanoescala do teciso 6sseo natural, a fim de

modular as funcdes celulares para obter ideal reparo 0sseo.

1.4.4 MINERALIZACAO OSSEA

O colageno secretado forma os ostedides, os osteoblastos fazem com que
os sais de célcio e o fosforo precipitem do sangue e se liguem ao ostedide recém-
formado para mineralizar o tecido 6sseo (QIU; CUI; WANG, 2019). O ostedide € um
tecido organico ndo mineralizado que, eventualmente, sofre calcificacdo e é
depositado como lamelas ou camadas na matriz 6ssea (BONEWALD, 2013). A
fosfatase alcalina (ALP) é uma glicoproteina secretada por osteoblastos para
desempenhar um papel na mineralizacdo do ostedide e seus niveis aumentam
durante a formacdo Ossea (BARRAGAN-ADJEMIAN et al., 2006), sendo, um
marcador da atividade 6ssea e da mineralizagéo.

A ALP é usada como um biomarcador para a formacdo éssea porque
hidrolisa os pirofosfatos, que inibem a deposicdo mineral pela ligacdo a cristais
minerais. Essa hidrélise permite o crescimento normal dos cristais, levando a
mineralizacado normal (BURR, 2019b).

O colageno néo induz diretamente a deposi¢cado mineral na matriz 6ssea; no
entanto, serve como um arcabouco favorecendo a deposicdo mineral inicial e a
organizacdo do crescimento de cristais, fornecendo orientacdo adequada para os
nucleadores da mineralizacédo. Os cristais sdo constituidos por ions Ca?* e Pi que se
organizam formando a estrutura cristalina da hidroxiapatita. Além da estrutura das
fibras de colageno e da disponibilidade de Ca?* e Pi, sabe-se que o processo de
mineralizacdo 0ssea € favorecido por osteoblastos por meio da producéo da enzima
ALP que age sobre substratos como o pirofosfato, a partir do qual libera-se Pi para
mineralizacdo (MORGAN; BARNES; EINHORN, 2013).
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1.4.5 NANOBIOCOMPOSITOS

Nas ultimas décadas, biomateriais, especialmente materiais de compostos
naturais, sdo frequentemente usados em cultura de células e engenharia de tecidos,
pois eles possuem importantes propriedades mecéanicas como as da MEC (WANG et
al., 2015). Dentre os biomateriais existentes destaca-se a quitosana que é um
polimero natural, biodegradavel, biocompativel, ndo antigénico, biofuncional e com
propriedades antimicrobianas (HOSSEINI et al., 2015). E insoltvel em agua, solventes
organicos e bases aquosas e é soluvel, apds agitacdo, em acidos como solugfes de
acido nitrico, perclorico, fosforico (RINAUDO, 2006; SANKARARAMAKRISHNAN;
SANGHI, 2006), cloridrico, férmico, citrico, latico e &cido acético (BEGIN; VAN
CALSTEREN, 1999; ZANETTE et al., 2019).

A quitosana € produzida pela desacetilacdo (Figura 6) da quitina, que € o
segundo polissacarideo natural mais abundante depois da celulose (MAHANTA;
MAITI, 2016; SALARI et al., 2018). A quitosana é um polissacarideo linear natural
estruturalmente semelhante a celulose (Figura 7), composto de unidades
monoméricas ligada a 3-1,4 e N-acetilglicosamina, diferindo da celulose na posicao
C-2, onde possui 0 grupo NH2 em vez do grupo OH como na celulose (RUDALL;
KENCHINGTON, 1973; YOUSSEF et al., 2015).
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Figura 6 — Esquema da desacetilacdo da quitina. Fonte: Adaptado de : MAHANTA; MAITI (2016)
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A quitosana é comumente utilizada para a producdo de scaffolds
biocompadsitos por apresentar excelentes propriedades de formacéo de filme (SALARI
et al., 2018). Os filmes compdsitos a base de quitosana possuem varias aplicacdes
na engenharia de tecidos (AHSAN et al., 2018; MUZZARELLI, 2009; RAGETLY etal.,
2010; VENKATESAN; KIM, 2010). As aplicacBes biomédicas recentes incluem a
utilizacdo da quitosana para a engenharia de tecidos, bem como a cirurgia,
regeneracao, e como componente de materiais de implante (LI et al., 2015b; MEYER
et al., 2016).

Porém, em meios acidos, a protonacao dos grupos amina resulta na
dissolucdo parcial da quitosana, causando deterioracdo dos filmes produzidos
(SHENVI; ISMAIL; ISLOOR, 2014). Assim, o processo de reticulacdo €
frequentemente usado para melhorar a estabilidade quimica da quitosana (AL-
NEMRAWI; ALSHARIF; DAVE, 2018). Dependendo da natureza do agente reticulante,
a quitosana pode ser reticulada covalente ou ionicamente (GIERSZEWSKA,;
OSTROWSKA-CZUBENKO, 2016).

Para reticulacdo covalente, produtos quimicos como glutaraldeido e glioxal
sdo mais frequentemente utilizados, porém, esses agentes quimicos causam efeitos
indesejaveis a saude humana (SHENVI; ISMAIL; ISLOOR, 2014). Para evitar a

possivel toxicidade dos reagentes, a reticulacdo idnica é utilizada. O tripolifosfato de
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sédio (TPP) € um polianion e pode interagir fisicamente com a quitosana catiénica por
forcas eletrostaticas (GIERSZEWSKA,; OSTROWSKA-CZUBENKO;
CHRZANOWSKA, 2018). Em solucbes acidas, o grupamento NH2 da molécula de
quitosana é protonado para formar o ion NHs*, que interage com o grupamento fosfato
anidnico do TPP por interacdo i6nica formando o filme (Figura 8) (SHENVI; ISMAIL;
ISLOOR, 2014).
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Figura 8 - Representacdo esquemaética da reticulacdo de quitosana com TPP. Fonte: (SHENVI;
ISMAIL; ISLOOR, 2014)

Apesar disso, os filmes de quitosana sdo mecanicamente fracos e instaveis
(LI et al., 2005). A incorporacao de outros polimeros na matriz composta de quitosana
pode ser um método eficaz para superar tais caracteristicas e para a obtencdo de
filmes com funcdes e propriedades desejadas (HU; WANG; WANG, 2016).

Os nanobiocompdésitos sdo obtidos quando uma matriz polimérica é
reforcada com NMs para melhorar ou modificar as propriedades especificas do
material final (SABA; JAWAID; ASIM, 2016; SABA; TAHIR; JAWAID, 2014). Suas
propriedades sdo muito influenciadas pelas propriedades Unicas do NM adicionado
como por exemplo o aumento da rigidez e da éarea superficial (MANDAL,;
CHAKRABARTY, 2015). Os NMs séo considerados uma alternativa promissora para
a producao de nanobiocompaositos devido a sua capacidade de induzir proliferacéo e
diferenciacao celular (CRISAN et al., 2015).
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Atualmente, filmes poliméricos nanobiocompdsitos séo utilizados para
varias aplicacdes médicas e biotecnoldgicas, como veiculos de entrega de moléculas,
biossensores e engenharia de tecidos (CASTRO et al., 2019; HASNAIN; NAYAK,
2019; ZARE et al., 2019). Especificamente, filmes baseados em biopolimeros como a
quitosana tém sido produzidos e amplamente utilizados para fins biomédicos
(KACZMAREK et al., 2017; SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

Recentemente, muitos métodos tém sido descritos para a preparacao de
nanobiocompdsitos de polimeros, incluindo mistura por fuséo, polimerizacéao
intercalada in situ, técnica de evaporacao de sol-gel e de solvente (RANE et al., 2018).
Entre os métodos, a técnica de evaporacdo de solventes € o método mais simples e
pratico para a sintese de nanobiocompdsitos sem a necessidade de equipamentos
especializados (BHAT et al., 2017; JAMEELA; SUMA; JAYAKRISHNAN, 2012; SABA,
TAHIR; JAWAID, 2014). Nessa técnica, a mistura dos compasitos poliméricos envolve
a dispersédo de NMs em uma solugéo polimérica por agitacao energética, evaporacao
controlada do solvente e, finalmente, a fundicdo do filme compdsito, assim a cadeia
polimérica do NM é aprisionada entres as cadeias do outro polimero utilizado,
preservando o estado de dispersédo dos NMs (BHAT et al., 2017).

A evaporacao do solvente é o método de processamento mais adequado,
pois preserva o estado de dispersdo das nanoparticulas nesse meio, bem como os
grupos hidroxila da superficie. Esse processo de evaporac¢ao lenta fornece materiais
de desempenho mecanico mais alto em comparacdo com outras técnicas de
processamento (DUFRESNE, 2017).

As NFCs de diferentes fontes estdo ganhando mais importancia no
desenvolvimento de novos biomateriais principalmente baseados na aplicacéo
biomédica, para fabricacdo de nanobiocompédsitos (KHATTAB; ABDEL-HADY;
DAHMAN, 2017; SABA; JAWAID, 2017). Pelas caracteristicas apresentadas, os filmes
nanobiocompadsitos produzidos com quitosana e NFC podem fornecer um suporte
estrutural inicial para o crescimento e diferenciagcédo das células-tronco mesenquimais
com potencial uso na engenharia de tecidos, mais especificamente na regeneragao

Ossea.
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1.5 OBJETIVO GERAL

Avaliar a caracterizacdo e a citocompatibilidade e bioatividade osteogénica
das nanofibras de celulose de algodao e de filmes nanobiocompositos reforcados com
nanofibras de celulose no cultivo in vitro de células-tronco mesenquimais humanas

para aplicacdes em reparo 0sseo.
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2 CAPITULO 1: PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS DE
CELULOSE (NFCs) DE ALGODAO E ANALISE DA CITOCOMPATIBILIDADE E
INDUCAO DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA EM CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS HUMANAS

2.1 INTRODUCAO

Os rapidos avancos na engenharia de NMs tiveram um grande impacto em
campos como eletrdnica, agricultura e medicina (D’MELLO et al., 2017; KAH et al.,
2018; PAN et al., 2018). Entre os muitos tipos diferentes de NMs, as NFCs derivadas
da biomassa renovavel tém atraido atencdo especial devido as suas propriedades
fisicas, quimicas e mecénicas Unicas. As NFCs sdo os dominios cristalinos das fibras
de celulose que podem ser aplicadas na industria de cosméticos (TIDJARAT et al.,
2014), entrega de medicamentos (BHANDARI et al., 2017) e aplicacdes clinicas,
especialmente engenharia de tecidos e medicina regenerativa (AO et al., 2017; PARK
et al., 2015).

No entanto, o nimero crescente de produtos que contém NFC levou a
preocupacdes quanto ao potencial risco para a salde humana apds a exposicao do
consumidor. As mesmas propriedades que tornam os NMs Unicos, como dimensdes
em nanoescala, grande area superficial e forma particular, podem contribuir para seu
perfil toxicoldgico. A celulose em nanoescala tem uma alta proporcdo entre seu
comprimento e diametro que se assemelha a fibras que tem sido associada aos efeitos
colaterais de outros NMs fibrosos (BOONRUNGSIMAN et al., 2017; SHARMA et al.,
2016).

Pouco se sabe sobre como os NMs fibrosos se comportam quando em
contato com células de mamiferos. Os estudos atuais sobre os efeitos toxicoldgicos
das NFCs de algodé&o ainda sdo escassos. Alguns trabalhos sobre a citotoxicidade da
NFC de algodado foram relatados anteriormente em células de mamiferos, por
exemplo, células pulmonares humanas (CLIFT et al., 2011) e células de fibroblastos
bovinos (PEREIRA et al., 2013b), enquanto outras foram testadas em embrides
bovinos (MUNK et al., 2016). No entanto, a maioria dos estudos em nanotoxicologia

foi realizada usando linhagens celulares diferenciadas. Enquanto alguns mecanismos
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toxicos podem ser universais, outros podem variar de maneira especifica dependendo
do tipo celular.

Recentemente, houve um interesse consideravel no uso de NMs para
modular o comportamento de células-tronco e para outras aplicacdes terapéuticas na
regeneracao tecidual (LIU et al., 2019; NI et al., 2019). Portanto, seus efeitos nas
células-tronco humanas precisam ser investigados. Em particular, uma lacuna ainda
a ser preenchida diz respeito a estudos para avaliar alteracdes mediadas pelas NFCs
de algoddo em genes especificos de células-tronco humanas e no potencial de
diferenciacdo osteogénica. Em resposta a qualquer estresse ambiental, as células
podem mudar rapidamente seu perfil de expressao génica. Alguns estudos mostraram
gue os NMs podem afetar a expressédo génica de modelos de células de roedores
(ASARE et al.,, 2016; POPOV; POPOVA; IRINA |. SELEZNEVA, AZAMAT Y.
AKKIZOV, 2016; XU et al.,, 2014). No entanto, ainda sdo escassos estudos para
analisar se os NMs podem alterar a expressao génica de células humanas (RONZANI
et al., 2014; VAN DER ZANDE et al., 2016) e, especialmente para NFC, inexistentes
em células humanas. A avaliacdo da expressdo génica pode determinar quais vias
celulares séo alteradas pela exposicdo aos NMs (FALAGAN-LOTSCH; GRZINCIC,;
MURPHY, 2016; SNYDER-TALKINGTON et al., 2015; YAN et al., 2014). Para esse
fim, alguns genes sé&o utilizados como biomarcadores do ciclo celular, apoptose e
estresse celular (ANSPACH et al., 2016; FALAGAN-LOTSCH; GRZINCIC; MURPHY,
2016; SAHU, 2016).

Os NMs também podem induzir altera¢gBes na diferenciacéo celular (YANG
et al., 2017). Foi relatado que algumas nanoparticulas, como as de ouro (YI et al.,
2010), oxido de ferro (SHRESTHA et al., 2015), silica (YANG et al., 2017), e NFC
associadas a um scaffold afetam a diferenciacdo osteogénica de células-tronco
(CHEN et al., 2015; CURVELLO; RAGHUWANSHI; GARNIER, 2019; RASHAD et al.,
2018).

Porém, o efeito na inducdo da diferenciacdo osteogénica das células-tronco
mesenquimais humanas apds exposi¢cado as NFCs de algoddo em suspensédo ainda
nao foram investigados. Assim, para garantir uma aplicacdo segura em aplicacdes
biomédicas, os efeitos da NFC de algodéao na viabilidade das células-tronco humanas,
na expressao génica e na capacidade de inducdo de diferenciacdo osteogénica

devem ser avaliados.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citocompatibilidade e o efeito na inducdo da diferenciacao

osteogénica in vitro das NFCs de algodao em células tronco-mesenquimais humanas.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a carga de superficie das nanofibras de celulose (NFCs) de algodao;

e Caracterizar as NFCs de algodédo quanto ao tamanho, morfologia e composicao
quimica;

e Avaliar a viabilidade celular de células-tronco mesenquimais expostas in vitro as
NFCs de algodéo;

e Investigar o potencial efeito das NFCs de algoddo no estado antioxidande das
células-tronco mesenquimais humanas cultivadas in vitro;

¢ Quantificar a expressdo de genes biomarcadores de controle da apoptose e
estresse celular em células-tronco mesenquimais expostas in vitro as NFCs de
algodao;

e Avaliar a capacidade de inducéo de diferenciacdo de células-tronco mesenquimais

humanas apds exposicdo as NFCs de algodao.
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2.3 MATERIAL E METODOS

Na Figura 9 abaixo é apresentado um esquema do experimento 1 deste

projeto.

*[ Obtencgdo e Caracterizacdo das NFCs de algodao

—

* DRX

* MET

* AFM

e FITR

* RAMAN

e POTENCIAL ZETA

Citocombatibilidade )

* MORFOLOGIA

* VIABILIDADE MITOCONTRIAL
e CITOMETRIA DE FLUXO

e ATIVIDADE SOD

» EXPRESSAO GENICA

Indugdo da diferenciagdao osteogénica

* VIABILIDADE MITOCONDRIAL

» DETECGAO DA PROTEINA ALP

» COLORAGAO VON KOSSA

* COLORAGAO VERMELHO DE ALIZARINA

Figura 9 — Representacdo esquematica da metodologia realizada no Capitulo 1

2.3.1 OBTENCAO DAS NFCs DE ALGODAO

As NFCs foram produzidas no Laboratério de Nanotecnologia para o
Agronegocio (Embrapa Instrumentagédo, Sdo Carlos, SP). Resumidamente, as fibras
foram cortadas finamente em um moinho de facas, passadas em uma peneira de 10
malhas, desparafinadas com etanol:ciclo-hexano 1:1 (v/v) durante 12 h em um
aparelho Soxhlet e depois lavadas vigorosamente com &agua. As amostras

desparafinadas foram secas durante 12 h a 100° C em forno de circula¢do de ar. Cerca
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de 5 g de fibras foram dispersas em 100 mL de &cido sulfarico a 6,5 M a 45° C e
agitadas vigorosamente durante 75 min. Em seguida, foram adicionados 500 mL de
agua destilada fria para interromper a reacdo. O acido sulfdurico foi parcialmente
removido da suspensséo resultante por centrifugacdo (Centrifuge Spectrafuge 6C,
Edison, EUA) a 8000 x g durante 15 min. Os grupos sulfato ndo reativos foram
removidos por centrifugacdo seguida por didlise. Uma vez desulfatadas, as fibras
foram ressuspensas em agua e dialisadas com uma membrana de celulose tubular
(76 mm, D9402- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) até atingir pH 6-7. A suspensao
resultante foi sonicada (sonda Branson 450, Branson Ultrasonics, EUA) por 5 min (em
banho de gelo) e armazenada em refrigerador.

2.3.2 CARACTERIZACAO DAS NFCs DE ALGODAO

23.2.1 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(MET)

A analise de microscopia eletrénica de transmissao (MET) foi realizada a
partir de uma solucao diluida das NFCs de algodao e sonicada por 5 min. Uma gota
dessa suspenssao resultante foi depositada em uma microrrede (grides) de cobre
revestida de carbono (400 mesh, Ted Pella - N° 01822), e seca a temperatura
ambiente. Apds secas, as amostras foram coradas com uma solucéo de contraste a
1,5% de acetato de uranilo.

As imagens de MET foram obtidas usando um microscopio eletrénico de
transmissao Philips CM200 com uma tensao de aceleracdo de 80 kV. As dimensdes

(comprimento e diametro) foram calculadas com o programa ImageJ.
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2.3.2.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

As NFC de algodao foram dispersas em agua ultra pura por agitacao
seguida de ondas ultrassonicas (UP200S, Hielscher). Uma gota dessa suspensao foi
colocada em uma mica. Em seguida, a amostra foi desidratada sob atmosfera de
nitrogénio.

As imagens de AFM foram realizadas no modo nao contato em um
Nanosurf easyScan 2 (Nanosurf Instruments) no ar. As amplitudes de oscilagéo livres
do cantilever foram tipicamente 50 mV e o tamanho de varrimento da sonda do
microscopio foi de 5x5 um. A resolucdo da AFM foi de 512 x 512 pixels. O comprimento

e 0 raio da ponta foram de 225 um e <10 nm, respectivamente.

2.3.2.3 ANALISE DE DIFRACAO POR RAIO X (DRX)

A andlise de Difracdo de Raio X (DRX) foi usada para examinar a estrutura
cristalina das NFCs. Os padroes de DRX da NFC foram registrados usando um
difratbmetro X’Pert PRO (Malver PANalytical, Worcestershire, Reino Unido) com
radiacdo Co Ka. O difratbmetro foi calibrado usando uma amostra padrao de Si. As
amostras de nanomateriais foram colocadas em um suporte de Si (auséncia de picos
de Si).

2324 ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medi¢cdes de Raman foram realizadas com um espectrometro Bruker
RFS 100 (Bruker, EUA) excitado com um laser Nd3* / YAG operando a 1064 nm,
equipado com um detector InGaAs arrefecido com nitrogénio liquido. Os espectros
foram adquiridos com uma resolucéo de 4 cmt. Uma média de 1024 varreduras foram

coletadas com uma poténcia de laser de 80 mW.
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23.25 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier foram obtidos
com um espectrometro ALPHA FTIR Bruker (Bruker, EUA) na regido de numero de
onda 3500-500 cm™ no modo ATR-IR. O método de reflexdo total atenuada foi

aplicado para as medidas com uma resolucdo de 4 cm e 128 varreduras.

2.3.2.6 POTENCIAL ZETA (P2)

A presenca de cargas superficiais das NFCs de algodéao foi estimada via
analise do Potencial Zeta (PZ) por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) (Zetasizer
Nano ZS; Malvern). As NFCs de algodao foram dispersas (100 pg mLt) em meio de
cultura de células Dulbecco Modified Eagle's Medium (DMEM; Sigma, EUA)
suplementado com antibiéticos (LGCBio, Reino Unido), contendo 100 U mL* de
penicilina, 100 mg mL* de estreptomicina e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB)
(HyClone, EUA) e, depois, expostas a ondas ultrassonicas por 2 ciclos de 1 min cada

(ciclo 1, amplitude 100) utilizando um ultrassom (UP200S, Hielscher).

2.3.3 CULTURA CELULAR IN VITRO

As células-tronco mesenquimais isoladas a partir da polpa dentaria humana
de dentes deciduos esfoliados utilizadas foram obtidas do Biobanco Genética Humana
e Terapia Celular (GENETEC) do Laboratorio de Genética, Departamento de Biologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, aprovado
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP 022/2015) e previamente
caracterizadas (FERREIRA et al., 2019; ZANETTE, 2016).
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As células-tronco mesenquimais humanas foram cultivadas in vitro com
meio de cultivo celular contendo meio DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
acrescido de antibidticos contendo penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 100
U mL%, estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 100 mg mL?! e SFB
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 10% (v/v). As células foram incubadas em
estufa incubadora (Modelo 4130, Thermo Fisher, EUA) em atmosfera umidificada

contendo 5% de CO2 a 37° C. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias.

2.3.4 AVALIACAO DA CITOCOMPATIBILIDADE

2.3.4.1 DISPERSAO DAS NFCs DE ALGODAO EM MEIO DE CULTURA CELULAR

As NFCs de algodao foram esterilizadas por luz ultravioleta (UV) durante
20 min. Para o preparo da suspensdo estoque na concentracdo 1000 ug mL*%, foram
adicionadas NFCs de algodao ao meio de cultura celular DMEM, suplementado com
10% (v/v) SFB e antibi6ticos contendo penicilina 100 U mL™, estreptomicina 100 mg
mL1. A amostra foi dispersa por sonicacdo com 2 ciclos de 1 min (ciclo 1, amplitude
100) utilizando ultrassom (UP200S, Hielscher), para a completa disperséao das NFCs.
Em seguida, as suspensfes utilizadas nos testes foram preparadas a partir da
suspensdo estoque nas concentracdes de 0,1; 1; 10; 50 e 100 ug mL™L. Para o controle
negativo, foi utilizado o mesmo meio de cultura celular sem as NFCs de algodéo (0 pg
mL1).

2.3.4.2 MORFOLOGIA CELULAR

As células foram cultivadas em placa de 6 pocos a uma densidade de 2 x
10 células por poco em 3 mL de meio de cultivo. Apés atingir 60% de confluéncia, o
sobrenadante da cultura foi removido com auxilio de pipetador e, entéo, foi adicionado
0 meio de cultura contendo as NFCs de algodao nas diferentes concentragdes (0,1;
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10; 50 e 100 yg mL?1). A morfologia celular foi observada apés 24, 48 e 72 h de
exposicdo sob um microscopio de luz invertido (Nikon TS100F, Melville) com aumento
de 100x e as imagens foram geradas de pelo menos 6 campos aleatérios usando o

software AxionVision 4.9.1.

2.3.4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE MITOCONDRIAL

O ensaio de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio)
(Sigma, EUA) foi realizado de acordo com as instrugcbes do fabricante.
Resumidamente, foram cultivadas 5 x 103 células por po¢o (n=9 para cada tratamento)
com 200 pl de meio de cultivo em placa de 96 pocos, por 24 h para aderéncia das
células. Apos esse tempo, 200 upl de meio de cultivo contendo diferentes
concentracdes de NFC de algodéo (0; 0,1; 10; 50 e 100 ug mLt) foram adicionados
em cada poco e incubadas durante 24, 48 e 72 h. Apds cada tempo, o meio de cultura
foi removido e lavado 3 vezes com PBS 1x (Tampé&o fosfato-salino) (Gibco
Laboratories, Reino Unido) e, entdo, as células foram incubadas com 5 mg mL* de
MTT em condi¢gbes normais de cultura por 4 h. A viabilidade mitocondrial foi marcada
pela conversdo do sal de tetrazélio MTT a um formazan pelas desidrogenases
mitocondriais. A absorbancia foi registada a 570 nm utilizando um espectrofotdmetro
(Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific, EUA) apds lise celular
em solucdo de &cido cloridrico a 0,4 M em isopropanol (200 pl por pogo). Trés

experimentos independentes em noveplicata cada foram realizados.

2.3.4.4 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo foi realizada para analises da viabilidade celular e do
ciclo celular. Primeiramente, as células foram cultivadas em placas de 6 pogcos com
uma densidade de 2 x 10* células/pogo (n=3 para cada tratamento) e tratadas com
varias concentracdes de NFC de algodéo (0, 0,1, 1, 10, 50 e 100 pug mLt) por 24, 48

e 72 h. Apos cada tempo de exposi¢cao, o meio de cultura foi removido e as células
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foram lavadas duas vezes com 1 mL da solugéo salina tamponada com fosfato (PBS
1x) (pH 7,2) (Gibco Laboratories, Reino Unido) e, em seguida, tratadas com tripsina a
0,25% (v/v) e 0,5 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) por 3 min para permitir a desagregacao celular. A tripsina foi
desativada com meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10% (v/v). As
células foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 x g.

Para a analise da viabilidade celular, foi adicionado a suspenséao de células
iodeto de propidio (PI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a uma concentracao final
de 50 pg mL2.

Para analise do ciclo celular, as células foram lavadas em PBS 1x e fixadas
em etanol 70% (v/v) gelado a 4° C por pelo menos duas horas. Depois disso, as células
fixadas foram centrifugadas a 2.000 x g por 5 min e lavadas duas vezes em PBS 1x.
Foram adicionados 100 pug mL* de RNase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
incubadas a temperatura ambiente por 15 min e, em seguida, foram adicionados 50
ug mL? de PI.

Em ambos ensaios, as amostras foram analisadas pelo CytoFLEX S
(Backman Coulter). Foram realizadas trés repeticbes com triplicata cada, contando
10.000 ceélulas por triplicata. Os dados foram analisados no software CytExpert
(Backman Coulter).

2.3.4.5 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da superoxido desmutase (SOD) foi medida utilizando o kit SOD
Assay de acordo com as instru¢des do fabricante (cod:19160 - (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Esse ensaio usa a xantina e a xantina oxidase para gerarem radicais
superéxidos que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-pfeniltetrazoliumclorido
para produzir formazan. Esta reagdo forma formazan, o qual absorve luz a 450 nm. A
inibicdo da producéo do cromdgeno é proporcional a atividade da SOD presente na
amostra.

Resumidamente, as células foram cultivadas em placa de 96 po¢os a uma
densidade de 5 x 103 (n=3 para cada tratamento) células por poco e tratadas com
diferentes concentracdes de NFC de algodéo (0; 0,1; 10; 50 e 100 yg mL™1) por 24, 48
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e 72 h. A atividade da SOD foi medida misturando os reagentes do kit com 20 pl do
meio de cultura. Apds incubacéo por 20 min a 37° C, a absorbéancia foi medida a 450
nm em espectrofotbmetro (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher
Scientific). Trés experimentos independentes em triplicata cada foram realizados. A
atividade da enzima SOD (% taxa de inibicdo) foi calculada utilizando a seguinte

equacao do kit:

[(Abranco 1 — Abranco 3)— Aamostra — Abranco 2]

Atividade SOD (% da taxa de inibigdo) = x 100

(Abranco 1 — Abranco 3)

2.3.4.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram produzidos de acordo com
An et al. (1999), Savli et al. (2003) e Nayak et al. (2014) como descrito na Tabela 1 e
sintetizados pela Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers usadas para andlise de expressdo génica relativa por reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real.

Temperatura Tamanhodo N° de acesso
Gene  Sequénciado primer (5- 3) pare(a:g)ento produto (pb) o GenBank Referéncia
GAPDH F: AGTGGGTGTCGCTGTTGAAGT 60
R: AACGTGTCAGTGGTGGACCTG 160 AK299972.1 (AN et al., 1999)
APTR F: CAGGGAACACATTCCTTTGC 60
R: TGGGAAAGCTGTTTACTGCG 135 AY306126.1 (AN et al., 1999)
DAPK1 F: CAGTGTTGTTGCTCTAGGAAG 60
R: GGGACTGCCACAAATGATGAG 196 DQ436495.1 (SAVLI et al.,
2003)
HSPAS F: GGAAAGAAGGTTACCCATGC 60
R: CCGTAGGCTCGTTGATGAT 127 NM_005347.4 (NAYAK et al.,
2014)
F: CCAACAACAGCAAGGAGGAT
ATF4 R GTGTCATCCAACGTGGTCAG 60 145 NM_001675.4 (NA;glKést al,
BAX F: TGCTTCAGGGTTTCATCCAG 68 NM_00129142 (SAVLI et al.,
R: GGCGGCAATCATCCTCTG 170 8.1 2003)
BCL2 F: AGGAAGTGAACATTTCGGTGAC 68 146 NM_000633.2 (SAVLI et al.,

R: GCTCAGTTCCAGGACCAGGC 2003)
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2.3.4.6.1 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

As células foram tratadas com meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de NFC de algodéo (0; 0,1; 10; 50 e 100 ug mL?) por 48 h e 0 RNA
total foi extraido de 2 x 10° células por grupo (n=3 para cada tratamento) usando o Kit
RNeasy Micro (Qiagen, Alemanha) de acordo com instrucdes do fabricante e tratadas
com Dnase (Qiagen, Alemanha). Resumidamente, a lise celular foi feita com o tampé&o
RLT® com 10% (v/v) de B-mercaptoetanol (Gibco Brl Life Technologies, EUA). O
lisado foi homogeneizado com solucao etandlica a 70% e transferido para uma coluna
de obtencdo do RNA. O tampdo RWI1® foi adicionado para a lavagem e,
posteriormente, foi feita a incubag¢éo com 10 pl de DNAse por 15 min. Em seguida, foi
realizada novamente a lavagem com os tampdes RW1® e RPE®. E, entdo, foi
adicionada a solucao etandlica a 80% a coluna, onde o RNA fica aderido, e
centrifugada por 5 min em temperatura ambiente para secar a membrana. Foram
utilizados 14 ul de agua livre de RNAse para eluigdo, gerando um volume final de
aproximadamente 12 pl de RNA por reacéo.

O cDNA foi gerado a partir do RNA total por transcrigdo reversa usando o
Kit Supermix First-Strand Synthesis Supermix (Invitrogen, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foram utilizados 5 yl de RNA em cada reacéo de sintese de
cDNA. Uma reacdo contendo RNA, primer oligo dT, tampao de pareamento e agua
livre de RNAse/DNAse foi realizada, incubando-se estes reagentes por 5 min a 65° C.
Em seguida, 10 ul de 2X First-Strand reaction mix® e 2 ul SuperScript 11l RNaseOUT®
(Enzyme mix®) foram adicionados a reacao e, entdo, incubada a 50°C por 50 min,
seguido de 85°C por 5 min. O volume final foi de 20 yl de cDNA por reacao.

A quantificacdo de RNA e de cDNA de cada grupo foi realizada utilizando
1 pl de cada amostra em espectrofotdometro (Nanodrop, Wilmington, EUA). O cDNA
de cada grupo experimental permaneceu estocado em freezer a temperatura de -

20°C, até posterior utilizacao.
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2.3.4.6.2 PCR EM TEMPO REAL

A quantificacdo relativa foi realizada em seis repeticdes usando PCR em
tempo real (Applied Biosystems 7500). As reacdes foram preparadas utilizando o kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), acrescido de par
de primers, agua livre de nucleases e cDNA. A quantidade de cDNA utilizada nas
reacoes variou de acordo com a concentracdo 6tima identificada em experimentos
preliminares para cada transcrito analisado.

Para os genes Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
Adenine Phosphoribosyltransferase (APTR), Retinoblastoma protein (RB1), Death
Associated Protein Kinase 1 (DAPK1), 150 ng de cDNA por reagéo foram utilizados.
Enquanto que para genes Heat Shock Protein Family A member 5 (HSPADb), Activating
Transcription Factor 4 (ATF4), BCL2 e BCL2 associated X protein (BAX), foram
utilizados 600 ng de cDNA por reacdo. O molde de cDNA foi desnaturado a 95 °C
durante 10 min, seguido por 45 ciclos de 95 °C durante 15 s, o anelamento durante
30 s e, entédo, alongado a 60 °C durante 30 s. As temperaturas de anelamento dos
primers especificas de cada gene estdo descritas na Tabela 1. Apdés cada ensaio de
PCR, foi realizada uma analise da curva de melt para confirmar que foi gerado um
produto especifico Unico. Os controlos negativos, incluindo a reacdo de PCR sem
acidos nucléicos, foram também realizados com cada grupo de amostras. As
expressdes dos genes GAPDH e APTR foram usadas como controles endégenos de
referéncia e o grupo controle (0 pg mL?* de NFC de algoddo) foi usado como
calibrador.

A eficiéncia do primer para cada reacao foi calculada usando o software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Somente os pontos com coeficiente de
correlacéo entre 0,999 e 1 foram utilizados para o célculo da eficiéncia. Desta forma,
foi possivel obter a eficiéncia de cada reagéo individualmente. A quantificagdo relativa
foi realizada utilizando-se o método do Cycle Threshold (CT) comparativo, com 0s
resultados expressos em relacdo ao gene de referéncia endégena e um grupo
calibrador (grupo controle). A ferramenta de software Relative Expression Software
Tool (REST®) (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002), que possui o modelo
estatistico Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation TEST® (versdo 384 - Beta,

2005) foi utilizada para quantificar a expressao de mRNA de cada gene alvo.
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2.3.4.6.3 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os géis de agarose contendo 0,1 uyL mL* de corante SYBR® Safe DNA
Stain (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) foram preparados usando 2 g mL? de
agarose em tampéao tris-borato-EDTA (TBE). Os produtos de PCR em tempo real
foram misturados com o Gel Loading Dye Green (Blirt SA DNA-Gdansk, Polénia) e
colocados nos pocos ao lado de um marcador de tamanho de bandas DNA de 50 pb
(Life Technologies, Inc., EUA). A electroforese foi submetida a 110 V e as bandas
foram visualizadas em um transiluminador com luz UV (Imager GelDoc-It, Analytik
Jena, EUA).

2.3.5 AVALIACAO DA INDUCAO DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

2.3.5.1 DISPERSAO DAS NFCs DE ALGODAO E CULTURA CELULAR IN VITRO

As NFCs de algodéao foram esterilizadas por luz ultravioleta (UV) durante
20 min e dispersas meio de cultura celular DMEM com dois tipos de suplementacao
diferente: o meio basal composto por meio DMEM suplementado com 10% (v/v) SFB
e antibiéticos contendo penicilina 100 U mL?, estreptomicina 100 mg mL"; e o meio
indutor osteogénico (RIBEIRO et al., 2017) composto por meio DMEM suplementado
com 10% (v/v) de SFB e antibiéticos contendo penicilina 100 U mL"1, estreptomicina
100 mg mL%, B-glicerol-fosfato 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), acido
arcorbico 0,2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e dexametasona 1 uM
(Calbiochem, SanDiego, CA, EUA).

As NFCs de algodao foram adicionadas aos dois meios de cultura celular
suplementados para o preparo da suspensao estoque na concentracdao de 2000 ug
mL1. Cada amostra foi dispersa por sonicacdo com 2 ciclos de 1 min (ciclo 1,
amplitude 100) utilizando ultrassom (UP200S, Hielscher), para a completa dispersao
das NFCs. Em seguida, as suspensdes utilizadas nos testes foram preparadas a partir

da suspenséo estogque nas concentracées de 10, 100 e 1000 yg mL2. Para o controle
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negativo, foram utilizados os mesmos meios de cultura celular (basal e indutor) sem
as NFCs de algodéo (0 ug mL™?).

As células-tronco mesenquimais humanas foram cultivadas in vitro com
meio de cultivo celular descritos acima e foram incubadas durante 21 dias em estufa
incubadora (Modelo 4130, Thermo Fisher, EUA) em atmosfera umidificada contendo

5% de CO2 a 37° C. Os meios de cultivo foram trocados a cada trés dias.

2.3.5.2 VIABILIDADE MITOCONDRIAL

Para avaliar o potencial citotéxico das NFCs de algod&o nas concentracfes
utilizadas durante o tempo de inducdo de diferenciacdo osteogénica das células-
tronco mesenquimais humanas, o ensaio de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-
i) -2,5-difeniltetrazdlio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi realizado de acordo
com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, foram cultivadas 5 x 102 células por
poco (n=3 para cada tratamento) com 200 pl de meio de cultivo em placa de 96 pocos,
por 24 h para aderéncia das células. Apds esse tempo, 0s meios de cultivo basal e
indutor osteogénico contendo diferentes concentracbes de NFC de algodéo (0; 10;
100 e 1000 pyg mL?) foram adicionados em cada poco e trocados a cada trés dias,
durante 21 dias. Nos dias 7, 14 e 21, o meio foi removido, os pocos lavados com PBS
1x e as células foram incubadas com 5 mg mL* de MTT em condi¢cdes normais de
cultura por 4 h e, entao foi feita a lise celular com solucdo de acido cloridrico a 0,4 M
em isopropanol (200 ul por poc¢o). A absorbancia foi registada a 570 nm utilizando um
espectrofotometro (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific,

EUA). Dois experimentos independentes em triplicata cada foram realizados.

2.3.5.3 ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA (ALP) INTRACELULAR

A atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) intracelular foi avaliada usando o
kit BCIP/NBT (Invitrogen, EUA - N6547). Este ensaio é baseado em uma reacgao

cromogénica iniciada pela clivagem do grupo fosfato de BCIP (Fosfato de 5-bromo-4-
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cloro-3-indolil) pela ALP que estd presente nas células. Essa reacdo produz um
proton, que é reduzido pelo NBT (Nitro azul tetrazélio) formando um precipitado roxo
insolavel.

Resumidamente, 5 x 10* células (n=3) foram plagueadas em placas de 24
pocos com meio DMEM suplementado com 10% (v/v) SFB e antibiéticos contendo
penicilina 100 U mL, estreptomicina 100 mg mL™, para a aderéncia das células. Ap6s
24 h o meio foi retirado e trocado pelos meios de cultura basal ou meio indutor
osteogénico contendo diferentes concentra¢cdes de NFC de algodéo (0; 10; 100 e 1000
pug mL1) e incubadas durante 21 dias.

Para quantificar a atividade da ALP intracelular, o sobrenadante de cada
poco foi removido e a camada celular foi lavada duas vezes com PBS 1x. Em seguida,
100 ul de solucédo BCIP/NBT, preparada de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante, foram adicionados a cada poc¢o. Apos 2 h de incubacao, as células foram
observadas por microscopia Optica. Os precipitados roxos insolliveis foram
solubilizados com 300 ul de SDS (dodecilsulfato de sodio) a 10% (p/v) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e incubados por 18 h. As medi¢des da densidade Optica
foram realizadas em espectrofotbmetro a 595 nm (SpectraMax 190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA).

2.3.5.4 TECNICA DE COLORACAO VON KOSSA

Para identificar se as células-tronco mesenquimais humanas produziram
nédulos mineralizados in vitro apds incubacdo com NFCs nas concentracdes de
10,100 e 1000 pg mL%, foi realizada a coloracédo von Kossa (SHAHROUSVAND et al.,
2017a). Para tanto, o meio de cultura foi removido e foi acrescentada em cada poc¢o a
solucédo de paraformaldeido a 4% para fixacdo durante 15 min. A solugéo foi removida
e as células foram lavadas com PBS 1x por 10 min adicionais. As células foram
coradas com solucéo de nitrato de prata a 5% (p/v), com exposi¢do a luz ultravioleta
durante 60 min. As células foram novamente lavadas com PBS 1x por 10 min, e, entéo,
imersas em solucao de tiossulfato de sodio a 5% (p/v) por 3 minutos. Os pocos foram
lavados com PBS 1x por 1 min e corados com solucéo de 0,5 % (p/v) de safranina por

3 min e novamente lavados com PBS 1x por 1 min. As imagens foram feitas utilizando
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um microscopio de luz invertido (Primovert, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com
camera aclopada (Axiocam ERc 5s) usando o software Zen 2.3 lite (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemanha).

2.3.5.5 TECNICA DE COLORACAO VERMELHO DE ALIZARINA

A deposicao de calcio foi avaliada por coloragdo com Vermelho de alizarina
S. Resumidamente, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 15 min e
coradas com solucao de vermelho de alizarina S a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) (pH 4,1) por 15 min em temperatura ambiente. Apds a lavagem e secagem ao
ar, as imagens foram feitas com microscoépio de luz invertido (Primovert, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) com camera aclopada (Axiocam ERc 5s) usando o software
Zen 2.3 lite (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

2.3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados representam a média * erro padrdo da média (SEM) de
pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo one-
way ANOVA e as diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de
comparacao mdultipla de Tukey. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.0.
Analises de expressao génica relativa foram realizadas pelo software REST (PFAFFL;
HORGAN; DEMPFLE, 2002) usando um teste de randomizac¢ao de realocacéo fixa
emparelhada e foram baseadas na eficiéncia do primer. Diferencas foram

consideradas significantes quando p <0,05.
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24 RESULTADOS

2.4.1 CARACTERIZACAO DAS NFCs DE ALGODAO

A partir da andlise da MET (Figura 10a) e AFM (Figura 10b), as NFCs de
algodao apresentaram forma de fibras alongadas semelhantes a agulhas, com
diametros de cerca de 20 nm, enquanto o seu comprimento variou de 85 a 200 nm.
Na Figura 10b de AFM alguns feixes podem ser observados devido a agregacéao
durante a secagem das dispersdes na superficie da mica. Os padrdes de Difracdo de
Raio-X (DRX) da Figura 11 indicam que a NFC possui uma estrutura monoclinica pura.
Os padroes de difragdo da NFC mostram estrutura de celulose | com picos em angulos
20 de aproximadamente 22° e 35° (REDDY; YANG, 2009).
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Figura 10 - Imagens das nanofibras de celulose (NFCs) de algod&o. (a) Microscopia Eletrénica
de Transmisséo (MET). A ampliacéo foi de 110 x. A barra de escala é de 200 nm. (b) Imagens de
Microscopia de Forga Atbmica (AFM) das NFCs apds secagem em uma superficie de mica. A
barra de escala é 1 um.
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Figura 11 - Padréo de Difracdo de Raio X da nanofibra de celulose (NFC) de algodéo.
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A espectroscopia Raman foi usada para caracterizar a composicado das
bandas das NFCs de algodao que pode ser observada na Figura 12. As bandas da
faixa de 1292-2897 cm podem ser atribuidas a: estiramento (CH2) a 2897 cm, em
vibracédo de flexdo plana (CH) + vibragdo fora do plano (CH2) a 1481 cm™* e em
vibragéo de flexao plana (OH... .H) a 1292 cm*. A faixa de 1097 cm na molécula de
celulose foi atribuida a trechos de ligacdo de C-O e C-C, enquanto a 380 cm foi

atribuida a vibracdo do anel piranoide fora do plano (ZAJAC et al., 2015).
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Figura 12 - Caracterizacdo das nanofibras de celulose (NFCs) de algod&o utilizando
espectroscopia Raman.

Segundo Proniewicz et al. (2001) e Fischer et al. (2005), a intensidade das
bandas de 381 cm™ e 1481 cm™ representa a ordem de cristalinidade da celulose. O
alargamento dessas bandas pode estar associado a uma maior quantidade de
desordem estrutural. Nao foram observados a banda a 1462 cm atribuida a celulose

amorfa.
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O espectro do FTIR das NFCs de algodao (Figura 13) mostra uma banda a
1425 cm atribuida a uma vibracdo de curvatura CH2 simétrica. Essa faixa, segundo
Ciolacu; Ciolacu; Popa (2011), também é conhecida como “banda de cristalinidade”,
cuja intensidade reflete o grau de cristalinidade das amostras. As bandas de aparéncia
na regido de 1317-986 cm* podem estar associadas as vibracdes tipicas dos anéis
pirandides. Segundo Zajac et al. (2015), a banda de absorcédo a 3332 cm™ pode ser
atribuida a ligacdo de hidrogénio intramolecular 3-OH...O-5, enquanto a banda em
659 cm* corresponde a flexdo fora do plano dos modos OH...O da hidroxila envolvida
na ligagdo OH...O. As bandas que ocorrem na regido de 3270 cm™ sdo caracteristicas
do hidrogénio intramolecular ligado aos alomorfos da celulose, a celulose IB
(POLETTO; ORNAGHI JUNIOR; ZATTERA, 2014). As bandas existentes na regi&o
de 817 cm™ podem ser atribuidas ao alongamento da ligagédo S-O devido a presenca
de grupos sulfato na superficie da NFC (GASPAR et al., 2014). A auséncia da banda
na regido de 890 cm atribuida ao alongamento de C— O — C nas ligagdes B-(1—4)-

glicosidicas, indicou que as amostras amorfas ndo ocorreram.
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Figura 13 - Caracterizacdo das nanofibras de celulose (NFCs) de algoddo utilizando
espectroscopia de FTIR.
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Para investigar as cargas superficiais das NFCs, as NFCs de algodao foram
sonicadas e dispersas homogeniamente em meio de cultura DMEM suplementado
como SFB e antibidticos (Figura 14) e apresentaram cargas superficiais negativas por
DLS (-10 mV). O Potencial Zeta negativo pode ser atribuido a esterificacdo das
hidroxilas superficiais, com grupamentos sulfatos (aniénicos) durante o processo de
producdo das NFCs (MUQEET et al, 2017; RUIZ-PALOMERO; SORIANO;
VALCARCEL, 2016).

Figura 14 — Aspecto visual de suspenséo liquida estoque das nanofibras de celulose (NFCs) de
algodé&o (1000 ug mL~1) antes (A) e depois (B) de sonicadas em meio de cultura celular DMEM.

2.4.2 EFEITO DAS NFCs DE ALGODAO NA MORFOLOGIA E VIABILIDADE
CELULAR

As células-tronco mesenquimais humanas sédo alongadas com a morfologia
tipicamete parecida com a de fibroblastos. Essas células-tronco, quando expostas as
NFCs de algodéo por 24, 48 e 72 h, ndo apresentaram altera¢cdes em sua morfologia
tipica em qualquer concentracédo testada (0,1; 10; 50 e 100 ug mL?), e nem na
proliferacdo com o aumento do tempo de exposicdo (de 24 h até 72 h), como
observada pela microscopia de luz invertida (Figura 15) e comparada com 0 grupo
controle (0 pg mL™1).
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Figura 15 - Analise da morfologia celular usando um microscépio éptico invertido. As células-
tronco mesenquimais humanas foram incubadas com nanofibras de celulose (NFCs) de algodao
por 24 h (a-f), 48 h (g-1) e 72 h (m-r) nas concentragdes: 0 (controle veicular) (a, g, m), 0,1 (b, h,
n), 1 (c, i, 0), 10 (d, j, p), 50 (e, k, @), 100 (f, I, r) ug mLt. Ampliacdo100x. Barra de escala = 50 pm.
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A exposicéo das células as NFCs de algodao também néo teve efeito sobre
a viabilidade mitocondrial (Figura 16). Além disso, os resultados da Figura 17 mostram
um aumento na absorbancia com o aumento do tempo de exposicéo (24, 48 e 72 h).
Assim, a NFC de algoddo nado afetou a proliferacdo celular das células-tronco
mesenquimais humanas nessas condi¢gfes testadas, corroborando com as imagens

de microscopia de luz invertida (Figura 15).
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Figura 16 - Viabilidade mitocondrial das células-tronco mesenquimais humanas expostas a
diferentes concentra¢gdes de nanofibras de celulose (NFCs) de algodé&o (0,1; 1; 10; 50 e 100 pg
mL™1) em diferentes tempos 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) baseado no ensaio de MTT. Os valores
estdo representados pela média + SEM de trés experimentos independentes (p> 0,05).
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Figura 17 - Proliferacdo celular das células-tronco mesenquimais humanas expostas as
nanofibras de celulose (NFC) de algoddo com diferentes concentrag¢fes (0,1; 1; 10; 50 e 100 ug
mL1) por 24, 48 e 72 h com base no ensaio de MTT. A proliferacédo foi medida com o ensaio de
MTT e os resultados sédo dados pelas médias de absorcao. Os valores estéo representados pela
média + SEM de trés experimentos independentes (p> 0,05), ndo houve diferenca significativa.

Os resultados de viabilidade celular obtidos pelo ensaio de citometria de
fluxo usando o Pl foram de acordo com os do MTT. A porcentagem de células vivas
nao foi afetada em nenhuma das concentracdes testadas em cada periodo de tempo
24 (Figura 18), 48 (Figura 19) e 72 h (Figura 20) em comparac¢ao ao grupo controle
(p> 0,05). Assim, as NFCs do algodao nao afetaram a proliferacdo e viabilidade celular

das células-tronco mesenquimais humanas.
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Figura 18 - Analise por citometria de fluxo de células-tronco mesenquimais humanas tratadas
com diferentes concentracfes de nanofibras de celulose de algod&o por 24 h, e depois coradas
com iodeto de propidio. O quadrante superior em cada painel mostra a populagao de células
mortas e o quadrante inferior mostra a populacao de células vivas. FSC-A, Forward Scatter
Signal (tamanho da célula). PI-585-A, parametro de fluorescéncia para iodeto de propidio. Os
valores s@o as médias + SEM de trés experimentos independentes (p> 0,05).
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Figura 19 - Andlise por citometria de fluxo de células-tronco mesenquimais humanas tratadas
com diferentes concentracfes de nanofibras de celulose de algod&o por 48 h, e depois coradas
com iodeto de propidio. O quadrante superior em cada painel mostra a populagédo de células
mortas e o quadrante inferior mostra a populacdo de células vivas. FSC-A, Forward Scatter
Signal (tamanho da célula). PI-585-A, parametro de fluorescéncia para iodeto de propidio. Os
valores sé@o as médias + SEM de trés experimentos independentes (p> 0,05).
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Figura 20 - Analise por citometria de fluxo de células-tronco mesenquimais humanas tratadas
com diferentes concentracdes de nanofibras de celulose de algodao por 72h, e depois coradas
com iodeto de propidio. O quadrante superior em cada painel mostra a populacdo de células
mortas e o quadrante inferior mostra a populacao de células vivas. FSC-A, Forward Scatter
Signal (tamanho da célula). PI-585-A, parametro de fluorescéncia para iodeto de propidio. Os
valores sédo as médias + SEM de trés experimentos independentes (p> 0,05).
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2.4.3 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para verificar se as NFC de algodao alteram as fases G1, S e G2-M do ciclo
celular, foi realizada a andlise por citometria de fluxo em células-tronco mesenquimais
humanas. A distribuicdo do ciclo celular ndo apresentou alteragéo significativa (p>
0,05), entre todas as concentracfes testadas, quando comparadas ao controle, nos
tempos de 24, 48 e 72 h (Figura 21).
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Figura 21 — O grafico mostra a porcentagem relativa de células do gendétipo indicado nas fases
G1, S e G2 do ciclo celular em células-tronco mesenquimais humanas tratadas com diferentes

concentragGes de nanofibras de celulose de algodéo (0, 0,1, 1, 10, 50 e 100 ug mL™) por 24, 48 e
72 h.

2.4.4 ESTADO ANTIOXIDANTE DAS CELULAS EXPOSTAS A NFC DE
ALGODAO

Para investigar a capacidade das NFCs de algoddo em alterar o estado
antioxidande das células-tronco mesenquimais humanas, o nivel da atividade da
enzima antioxidativa SOD (em termos de porcentagem de inibicdo) foi determinado.
N&o foi encontrada diferenca (p> 0,05) nos niveis da atividade da enzima SOD
extracelular em comparacéo com o controle néo tratado (0 ug mL™?) (Figura 22), dentro
dos tempos de exposicéo (24, 48 e 72 h) testados.
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Figura 22 - Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD). As células-tronco mesenquimais
humanas foram tratadas com 0; 0,1; 1; 10; 50 e 100 ug mL* de nanofibras de celulose (NFCs) de
algodao por 24, 48 e 72 h e entdo, a atividade de SOD no meio de cultura foi detectada por
fluorescéncia utilizando o kit SOD Assay. Nenhuma diferenca (p> 0,05) foi encontrada em
comparacdo com o controle ndo tratado (0 pg mL™?). Os resultados estdo representados pela
média + SEM (barras verticais) de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

2.45 MODULACAO DA EXPRESSAO GENICA EM CELULAS EXPOSTAS AS
NFCs DE ALGODAO

O ensaio da PCR em tempo real foi realizado para avaliar se a exposi¢cao
as NFCs de algodédo induziu as células-tronco mesenquimais humanas a modular
seus perfis de expressao génica. As analises revelaram que o0s niveis de expressao
dos genes de estresse (ATF4) e apoptose (DAPK1 e BAX) foram alterados pela
exposicdo as NFCs (Figura 23). Para o gene ATF4, a expressao relativa foi sub-
regulada na concentragdo 0,1 pg mL* (0,55 + 0,22, p = 0,004), 1 ug mL? (0,57 + 0,21,
p =0,001), 50 pg mL* (0,60 + 0,32, p = 0,025) e 100 ug mL™* (0,48 + 0,18, p = 0,001),
exceto para 10 pg mL* (0,66 + 0,19, p = 0,06), que nédo foi diferente (p> 0,05) em
relacédo ao grupo controle. O mesmo ocorreu para o gene DAPK1, a expresséo relativa
foi sub-regulada na concentracdo 0,1 ug mL* (0,54 + 0,21, p = 0,001), 1 ug mL"* (0,50
+ 0,18, p = 0,001), 50 pg mL™* (0,58 + 0,29, p = 0,02) e 100 pg mL* (0,53 + 0,20, p =
0,004), exceto para 10 pg mL* (0,60 + 0,19, p = 0,055), que néo foi diferente (p > 0,05)
guando comparado ao grupo controle.

Por outro lado, uma diminuicdo na expressao génica de BAX foi observada
apos exposicao as NFCs de algoddo em 0,1 (0,46 £ 0,19, p =0,02) e 1 (0,56 £ 0,18,
p =0,04) ug mL?, exceto em 10 (0,80 + 0,23, p = 0,4), 50 (0,88 + 0,43, p = 0,5) e 100
ug mL?t (0,72 £ 0,24, p = 0,14).
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As expressoes relativas dos genes HSPAS e BCL2 néo foram afetadas (p

<0,05) em todas as concentracdes de NFCs de algodéao testadas.
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Figura 23 - Expressao relativa (média + SEM) dos transcritos Heat shock protein family A
member 5 (HSPADS), activating transcription factor 4 (ATF4), BCL2, BCL2 associated X protein
(BAX), e Death associated protein kinase 1 (DAPK1) em células-tronco mesenquimais humanas
incubadas com 0 (grupo controle); 0,1; 1; 10; 50 e 100 yg mL™ de nanofibras de celulose (NFCs)
de algodao por 48h. Expresséo relativa = 1,00 (p> 0,05; média + SEM).

A fim de verificar a especificidade dos resultados da PCR em tempo real,
foi realizada a andlise dos produtos dos transcritos amplificados por PCR em gel de
agarose. A Figura 24 mostra os produtos especificos da PCR em tempo real com o

tamanho de banda esperado para cada gene analisado.

GAPDH APTR HSPAS ATF4 BCL2 BAX DAPK1

M 0 01 1 10 50 100 Neg 0 01 1 10 50 100 Neg0 0,1 1 10 50 100 Neg 0 0,1 1 10 50 100 Neg L 0 01 1 10 50 100Neg 0 0,1 1 10 50 100 Neg 0 0,1 1 10 50 100 Neg

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose mostrando produtos especificos da PCR em tempo
real com o tamanho das bandas esperado para cada gene. "M" representa o marcador de
tamanho das bandas de DNA, "0" representa o grupo de controle sem nanofibras de celulose
(NFCs) de algodéo, "0,1; 1; 10; 50 e 100 " representa os grupos tratados com NFC de algodéao
(ug mL?) e "Neg" representa o controle negativo (reacdo sem cDNA).
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Para estudar o balanco entre os transcritos que regulam a apoptose, foi
avaliada a razdo BAX/BCL2 para as células-tronco mesenquimais humanas tratadas
com NFCs de algodado. A relacdo BAX/BCL2 aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentragdo das NFCs de algodéo testadas (Tabela 2). No entanto, as
razbes de expressdo de RNAm de BAX e BCL2 em todos os tratamentos testados

foram inferiores a 1 (Tabela 2).

Tabela 2 - Relacdo entre as expressfes de mRNA de BAX / BCL2 em células-tronco
mesenquimais humanas expostas a nanofibras de celulose de algodao.

Tratamentos BAXa BCL22 Razédo BAX/BCL2P
Controle 1 1 1

0,1 ug mL* NFC 0,46 + 0,19 0,86 + 0,27 0,54

1 ug mLt NFC 0,56 + 0,18 0,92 +0,28 0,61

10 pug mLt NFC 0,81 +0,24 1,15+ 0,33 0,70

50 ug mL* NFC 0,88 +0,43 1,25+ 0,62 0,71

100 pg mLt NFC 0,72 +0,24 0,81+ 0,26 0,89

a0s valores de expressdo de BAX e BCL2 em células-tronco mesenquimais humanas expostas a
nanofibras de celulose de algod&o foram quantificados pelo ensaio de PCR em tempo real mostrados
na Figura 13 utilizando o software REST.

bRazdo BAX/BCL2 < 1 caracteriza que as células-tronco mesenquimais humanas séo resistentes a
morte celular induzida por nanofibras de celulose (NFCs) de algoddo e uma relacdo BAX/BCL2 > 1
indica que células-tronco mesenquimais humanas séo sensiveis a morte celular induzida por NFCs
de algodao. Os dados foram expressos como razdo da expressao relativa (média = SEM).

2.4.6 CAPACIDADE DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA DAS CELULAS
EXPOSTAS AS NFCs DE ALGODAO

Inicialmente, para avaliar o potencial efeito citotoxico das NFCs de algodao
nas ceélulas-tronco mesenquimais humanas durante o tempo de diferenciacao
osteogénica (7, 14 e 21 dias), foi realizado o ensaio de MTT (Figura 25) e néao foi

encontrada diferenca (p>0,05) sobre a viabilidade mitocondrial, quando cultivadas
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tanto em meio basal (Figura 25A), quanto em meio indutor (Figura 25B) nas
concentracdes 10, 100 e 1000 pg mL* de NFCs quando comparadas com o controle

(0 ug mL1) dentro dos tempo testados.
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Figura 25 - Viabilidade mitocondrial das células-tronco mesenquimais expostas a diferentes
concentragGes de nanofibras de celulose (NFCs) de algodé&o (0, 10, 100 e 1000 pg mL™?) durante
7,14 e 21 dias cultivadas em meio basal (A) e em meio de indugcdo osteogénica (B) baseado no
ensaio de MTT. Os valores estdo representados pela média + SEM de trés experimentos
independentes (p> 0,05).

Apos, foi observado que a exposicao das células-tronco mesenquimais
humanas as NFCs de algodao alterou a atividade da fosfatase alcalina (Figura 26).
Apébs 14 e 21 dias de cultivo em meio basal (Figura 26A), somente na presenca das
NFCs de algodéo, houve aumento (p<0,05) na atividade da ALP nas concentracdes
de 10, 100 e 1000 pg mL* guando comparada com o controle (0 pug mL™1).

Por outro lado, quando cultivadas em meio indutor osteogénico (Figura
26B) houve aumento (p<0,05) ap6s 14 dias de cultivo, somente quando utilizadas as
maiores concentracées de NFCs de algodao (100 e 1000 pug mL1). Apés 21 dias, esse
aumento da atividade da ALP (p<0,05) foi observado em todas as concentracdes de
NFCs testadas (10, 100 e 1000 pg mL1).
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Figura 26 — Atividade da Fosfatase Alcalina intracelular das células-tronco mesenquimais
humanas expostas a diferentes concentrac6es de nanofibras de celulose (NFCs) de algodéo (0,
10, 100 e 1000 ug mL1) durante 7, 14 e 21 dias cultivadas em meio basal (A) e em meio de inducéo
osteogénica (B). Os valores estdo representados pela média + SEM de trés experimentos
independentes (*p< 0,05).
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Os nodulos da matriz mineralizada representam marcadores fenotipicos de
osteoblastos, uma vez que indicam diferenciagdo osteogénica bem-sucedida das
células-tronco mesenquimais (MAHMOUD et al.,, 2019). Portanto, o efeito
osteogénico das NFCs de algodao nas células-tronco mesenquimais humanas foi
investigado pelo ensaio de coloracdo von Kossa (Figura 27) e com vermelho de
alizarina S (Figura 28).

ApoOs 21 dias de cultura, foram detectados pontos enegrecidos pela
coloracdo von Kossa que representam provaveis locais de deposicdo dos nédulos
mineralizantes (Figura 27, setas brancas). Os nodulos de mineralizacdo foram
detectados em menor quantidade quando as células foram cultivadas com NFC de
algodao sem a presenca de indutores osteogénicos (meio basal) (Figura 27 C, D, E),
engquanto, no meio de cultivo de inducdo osteogénica, os nddulos mineralizantes
foram observados em maiores quantidades (Figura 27 D, F, H).

Adicionalmente, as células-tronco mesenquimais humanas apresentaram
deposicdo de nodulos de célcio apds 21 dias de cultura na presenca das NFCs de
algodao tanto em meio de cultura basal (Figura 28 C, E, G) quanto em meio de
inducao osteogénica (Figura 28 D, F, H), como indicado pela coloracdo com vermelho
de alizarina S.

Vale ressaltar que, a presenca de nédulos mineralizantes pela coloracao
von Kossa e a deposicdo de nodulos de calcio pela coloracdo com vermelho de
alizarina S foram visualmente mais frequentes quando as células-tronco foram
cultivadas nas maiores concentragdes (100 e 1000 ug mL-t) de NFCs de algodao.

Os grupos controles contendo células-tronco cultuvadas no meio basal e
sem NFCs nao apresentaram nddulos mineralizantes (Figura 27 A) nem deposicao de

nodulos de célcio (Figura 28A).
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diferenciagao osteogénica
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Figura 27 - Imagens representativas por microscopia de luz da coloracdo von Kossa das células-
tronco mesenquimais humanas expostas a diferentes concentracées de NFC de algodéo (0, 10,
100 e 1000 ug mL) por 21 dias em meio basal e em meio indutor osteogénico. Seta brancaindica
nédulos de mineralizacdo. Ampliacdo 200x. Barra de escala = 50 um.
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Figura 28 - Imagens representativas por microscopia de luz da coloracdo com Vermelho de
Alizarina S das células-tronco mesenquimais humanas expostas a diferentes concentragfes de
NFC de algod&o (0, 10, 100 e 1000 pg mL™) por 21 dias em meio basal e em meio indutor
osteogénico. Ampliacdo 100x. Barra de escala = 100 um.
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2.5 DISCUSSAO

As NFCs sdo polimeros abundantes na natureza, com diversas
propriedades aplicaveis incluindo biocompatibilidade, estabilidade térmica e quimica
e podem ser obtidas de fontes renovaveis tais como o algoddo (ZHANG et al., 2017).

A extracdo das NFCs de algodédo de alta pureza é dificil guando se utiliza
apenas uma etapa de quaisquer métodos, quimicos ou mecanicos (CHEN et al.,
2014). Sendo assim, para obtencdo das NFCs de algodéo foi realizado o método de
obtencao por hidrdlise acida utilizando o &cido sulfurico seguida do método mecéanico
de sonicacéao.

O potencial Zeta da NFC de algodéo foi avaliado para prever a estabilidade
coloidal da suspens&o. E sabido que particulas com valores de potencial Zeta acima
de 30mV (em modulo) sdo consideradas estaveis (JIANG et al., 2013). No presente
estudo, o potencial Zeta foi de -10mV. O método de preparacdo de NFC de algodéao
envolve uma etapa de hidrdlise com acido sulfarico que induz a formacao de grupos
sulfato (SO4%) na superficie do NM, adicionando-se assim uma carga superficial
negativa, corroborando com o valor encontrado do potencial Zeta. Em concordancia
com o encontrado nesse estudo, o potencial Zeta da NFC produzida pela hidrélise
com &cido sulfarico foi negativo (VARANASI et al., 2018).

Adicionalmente, os espectros de FTIR da NFC de algoddo mostraram um
pico em 3305 cm, que é uma caracteristica do grupo de alongamento OH (TIBOLLA
et al., 2017) que adicionam cargas negativas ao NM. Portanto, a NFC de algodé&o
exibiu uma superficie com carga negativa devido a presenca de grupos hidroxila e
sulfato. Apesar do baixo valor de potencial Zeta (-10 mV), logo apds a sonicacéo
observou-se uma dispersao visualmente homogénea. Assim, a energia fornecida ao
sistema pela sonicacéo associada as cargas existentes facilitou a dispersao da NFC
de algoddo nos sistemas aquosos, provavelmente devido a repulsédo eletrostatica
(LIN; DUFRESNE, 2014; SACUI et al., 2014).

A hidrdlise acida facilita o processo mecanico de producao das NFCs, uma
vez que remove regides amorfas de fibras de celulose o0 que aumenta a cristalinidade
das fibras (ABDUL KHALIL et al., 2017). Como comprovado pelas analises de Raman
e FTIR, a sintese das NFCs de algodao envolveu a hidrélise de regides de celulose

amorfa e resultou em particulas com alto grau de cristalinidade com diametros e
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comprimentos na escala nanométrica, além da morfologia fusiforme pelas analises
feitas por MET e AFM.

Apesar da promissora aplicacdo das NFCs de algoddo em varias areas,
incluindo o campo biomédico, ainda ha preocupacfes sobre seus possiveis efeitos
toxicos em células-tronco, principalmente em células humanas. Por isso, antes do
desenvolvimento dos nanobiocompdsitos aplicados a diferenciacdo osteogénica,
foram realizados ensaios para avaliar a citocompatibilidade de NFCs de algodao em
células-tronco mesenquimais humanas.

A morfologia celular pode ser afetada pela exposicao a agentes citotoxicos
e reflete diretamente as lesdes celulares, além disso, mudangas na morfologia celular
tém sido consideradas como um indicador direto na avaliacdo da citotoxicidade
(DUAN et al., 2013). Sabe-se que muitos tipos diferentes de NMs afetam a morfologia
celular (HAVRDOVA et al., 2016; SOENEN et al., 2014). Nesse estudo, as células
cultivadas na presenca das NFCs de algoddo mostraram um padrao morfologico
similar as células do grupo controle (semelhante a fibroblastos), formando uma
monocamada confluente de células esparsas. Adicionalmente, as funcdes celulares
basicas parecem nao ser afetadas pelo contato com as NFCs de algodao, uma vez
gue a morfologia celular n&o foi alterada.

Estes resultados morfolégicos corroboram com os ensaios de proliferacéo
e atividade mitocondrial, confirmando que as NFCs de algoddo ndo exibiram
comportamento citotoxico para as células-tronco mesenquimais humanas dentro das
condicdes testadas. Por outro lado, estudos prévios demonstraram uma reducao
significativa na viabilidade celular em fibroblastos bovinos cultivados in vitro
(PEREIRA et al., 2013b) e em cultura tridimensional de células pulmonares humanas
(CLIFT et al.,, 2011) quando expostos as NFCs de algoddo. No entanto, poucos
estudos foram realizados abordando os niveis de exposicdo e o potencial de
toxicidade das NFCs de algodao. A relacdo entre a exposi¢cdo aos NMs e a inducéo
de efeitos téxicos é, no entanto, dependente do tipo de célula (LUENGO et al., 2013)
e ainda ndo muito bem compreendida.

Estudos anteriores mostraram que os NMs influenciam na progressao do
ciclo celular (DZIEDZIC et al., 2016; POPOV et al., 2017; SUN; KANEHIRA;
TANIGUCHI, 2016), portanto, o efeito da NFC de algodé&o no ciclo celular nas células-

tronco mesenquimais humanas foi examinado usando analise por citometria de fluxo.
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O resultado das populagdes celulares de cada fase mostrou que as NFCs de algodéo
nao alteraram as fases G1, S e G2 desse tipo celular apds 24, 48 ou 72h de exposic¢éo.

Além disso, foi avaliado o potencial das NFCs de algoddo induzirem
estresse oxidativo em células-tronco mesenquimais humanas. Para isso, foi utilizado
0 ensaio da atividade da SOD. A enzima SOD € uma das mais importantes enzimas
antioxidantes, pois catalisa a dismutagcédo do superoxido (Oz") em oxigénio e perdxido
de hidrogénio. Essa acdo € crucial para proteger as células contra os efeitos
prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (ERO), regulando as atividades
biolégicas, como inflamacao, funcao imunoldgica, autorrenovacao das células-tronco,
carcinogénese e envelhecimento (HOLMSTROM; FINKEL, 2014).

As enzimas antioxidantes, como a SOD, funcionam por cascatas
enzimaticas, levando a desintoxicacdo dos oxidantes. No entanto, dependendo de
suas concentracdes, natureza quimica, origem (fisiolégica ou ndo fisiolégica),
localizag&o (intra ou extracelular), tempo de exposicao e estabilidade, os oxidantes
podem ser biologicamente benéficos ou prejudiciais (MOUTHUY et al., 2016).

No presente estudo, a NFC de algoddo ndo aumentou a atividade da
enzima SOD. Como a SOD atua no sistema de defesa antioxidante, eliminando os
radicais superéxido, evitando assim a peroxidacao lipidica da membrana celular de
maneira controlada (NISKA et al., 2015), os resultados sugerem que as NFCs de
algodao nao parecem induzir efeitos toxicolégicos mediados pelo estresse oxidativo
em células-tronco mesenquimais humanas.

Semelhante ao encontrado, trabalhos anteriores n&o relataram efeito sobre
a producdo de EROs apoés tratamento com NMs (HILDEBRAND et al., 2010;
HOHNHOLT; GEPPERT; DRINGEN, 2011; REMYA et al., 2016). No entanto, alguns
estudos relataram uma associacdo entre estresse oxidativo e exposicdo a NMs
(DELAVAL et al., 2017; SUSHMA et al., 2018; XU et al., 2013). A inducdo de EROs
por NMs foi atribuida a sua natureza quimica ou devido a interacdes NMs-células (BAI
et al., 2017; YANG et al., 2009).

O ensaio da PCR em tempo real foi realizado para entender se o
funcionamento molecular de uma célula muda na presenca das NFCs de algodao.
Para investigar o potencial mecanismo molecular relacionado a citotoxicidade, as
alteracdes dos transcritos de estresses do reticulo endoplasmatico (ATF4, HSPAS) e
apoptose (DAPK1, BCL2 e BAX) foram determinadas apds a exposi¢cdo as NFCs de

algodao.
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No presente estudo, demonstramos pela primeira vez que células-tronco
mesenquimais humanas tratadas com NFC de algodao tiveram padrdes de expressao
génica alterados. Tal descoberta estd de acordo com estudos anteriores, mostrando
gue os outros NMs podem induzir a diminuicdo da expressao de genes em macrofagos
de camundongos, células monociticas humanas e células da granulosa ovariana de
galinha (RONZANI et al., 2014; YAZDIMAMAGHANI; MOOS; GHANDEHARI, 2018;
ZHAO et al., 2015).

As andlises de expressdo génica possibilitam a compreensdo dos
mecanismos moleculares subjacentes as respostas em células-tronco humanas
expostas a NMs. Em trabalhos anteiores, verificou-se que muitos genes envolvidos na
resposta ao estresse ou nas vias de morte celular estdo alterados em resposta as
nanoparticulas de didxido de titanio (GAO et al., 2013), nanoparticulas de prata
(FATEMI TABATABAIE et al., 2017) e a NFC de algodao (PEREIRA et al., 2013b).

Entre as vias de morte celular, a apoptose é um processo de morte celular
programada, sendo em parte regulada pela familia de proteinas BCL2 (ALARIFI et al.,
2017). Algumas dessas proteinas, como a BAX, sdo pro-apoptoticas, enquanto a
BCL2 séo anti-apoptética (SIDDIQUI; AHAD; AHSAN, 2015). Essas proteinas formam
poros oligoméricos na membrana externa da mitocéndria, que libera ou ndo o
citocromo C no citosol (CHIPUK; GREEN, 2008; GOPINATH et al., 2010). A producéo
dessas proteinas € controlada por seus genes, assim, o equilibrio entre as propor¢cdes
de proteinas BAX e BCL2 determina a sensibilidade das células a estimulos
apoptoticos.

A superexpressao de BCL2 prolonga a sobrevivéncia de células, enquanto
a superexpressao de BAX aumenta o processo de apoptose (MEI et al., 2005). O gene
DAPK1 também esta relacionado a atividade apoptética, porém por via distinta do BAX
(SAVLI et al., 2003). No presente estudo, apesar da sub regulacédo de BAX e DAPK1,
nao pareceu ter efeito significativo na apoptose celular, uma vez que a viabilidade
celular foi mantida apos contato com as NFCs de algodao. Ainda, a abundancia dos
transcritos para BLC2 néo foi alterada, sugerindo que ndo houve estimulo para as vias
de sobrevivéncia celular. A proporcdo de proteina BCL2 para BAX determina a
sobrevivéncia celular (BAX/BCL2 < 1) ou morte (BAX / BCL2 > 1). Neste estudo, a
proporcao BAX/BCL2 foi inferior a 1 em todos os tratamentos. Assim, este resultado
indica que as NFCs de algodao néo induziram o processo de morte celular em células-

tronco mesenquimais humanas.
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Quirés et al. (2017) mostraram que o gene ATF4 contribui para a
sobrevivéncia celular, ativando a expressdo de genes citoprotetores, que
reprogramam o metabolismo celular por meio da ativacdo da resposta integrada ao
estresse. No presente estudo, os niveis de ATF4 foram alterados nas células-tronco
mesenquimais humanas, indicando estresse celular apds a exposicdo as NFCs de
algodéo.

As mudancas nos niveis de RNAm sao influenciadas por mudancas nas
taxas de transcricdo ou degradacdo que depende da estabilidade do RNAmM em
resposta ao estresse (SHALEM et al., 2008). Assim, o nivel de expressdo génica
reflete um balanco entre a producdo de RNAm e sua degradacgé&o. No presente estudo,
sugere-se que os transcritos BAX, DAPK e ATF4 podem ter a abundancia alterada
devido as taxas de degradacao ou traducdo do RNAmM modificadas pela exposicao as
NFCs de algoddo. No entanto, mais estudos sdo necessérios para examinar 0s
mecanismos de sub-regulacdo desses genes em células-tronco mesenquimais
humanas expostas as NFCs de algodao e sua implicacdo na nanotoxicidade.

Apesar da deteccédo de citotoxicidade néo ter sido observada pelas NFCs
de algodéo, o nivel da expressao dos genes relacionados ao estresse e apoptose foi
alterado. Assim, abordagens de expressao génica podem ser usadas para avaliar 0s
efeitos toxicos a nivel molecular do uso de NMs. Os resultados da analise da
expressao génica sugere mudancas na producao celular de genes especificos, que
podem identificar alteracdes sutis em uma célula-tronco humana apds a exposicao as
NFCs de algodéao.

Nanoparticulas em suspensédo aquosa demonstram possuir a capacidade
de induzir diferenciacéo especifica de células-tronco sem agentes indutores no meio
de cultura. Entretando, existem poucos estudos utilizando NMs a base de celulose
como aditivos no meio de cultura para induzir a diferenciacdo osteogénica,
especificamente para as NFCs de algoddao. SHAHROUSVAND et al., (2017b)
mostraram que nanocristais de celulose fosfo-calcificados proporcionaram
osteocondutividade e tiveram um efeito positivo na diferenciacdo osteogénica de
células-tronco mesenquimais humanas.

A fosfatase alcalina € uma enzima que esta presente na membrana do
osteoblasto e participa da sintese e mineralizagdo da matriz 6ssea (JAFARY;
HANACHI; GORJIPOUR, 2017). O aumento da atividade dessa enzima é considerada

um marcador precoce de diferenciacdo de células-tronco em pré-osteoblastos e
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osteoblastos (HASHEMIBENI et al., 2013). No presente estudo observou-se um
aumento gradual e progressivo da atividade dessa enzima no 14° e 21° dias nas
células co-cultivadas com as NFCs sugerindo uma diferenciagcdo osteogénica.
Similarmente, HA et al. (2014) demonstraram que nanoparticulas de silica
promoveram maior atividade da fosfatase alcalina de células-tronco murinas.

A capacidade de deposicdo de célcio tem sido apontada como um
indicativo de maturacdo do osteoblasto (GANDHIMATHI et al., 2019). Para esse fim
as coloracdes de von Kossa e vermelho de Alizarina séo Uteis para a avaliacdo da
mineralizacdo da matriz extracelular, pois indicam a deposic¢ao de célcio. No presente
estudo, os dados dessas técnicas de coloracdo corroboraram com os resultados
encontrados da atividade da fosfatase alcalina, o que sugere uma inducdo de
diferenciacéo osteogénica mediada pelas NFCs. Os mecanismos pelos quais os NMs
induzem a diferenciagéo celular ndo sédo completamente conhecidos. As vias de
sinalizacao celular para induzir a diferenciacéo osteogénica podem diferir dependendo
do tipo de NM. As caracteristicas fisico-quimicas dos NMs tém uma grande influéncia
no mecanismo de diferenciacéo, a carga e as por¢des quimicas especificas também
séo importantes para os NMs direcionarem a diferenciagdo de células-tronco (ZHANG
et al., 2018).

No presente estudo, pode-se sugerir que a interacao fisica entre as NFCs
e as células-tronco tenha promovido a diferenciacdo. GALINDO; CHAI; TAGAYA,
(2019) demonstraram que a formacao de cristais de hidroxiapatita (fosfato de célcio
cristalino) inicia-se pela interacdo entre ions Ca?* e ions negativos presentes na
superficie de polimeros. Os dados de potencial Zeta revelaram que as NFC possuem
carga de superficie negativa (-10 mV) devido a presenca de grupos sulfatos (SO4?%)
observados pelas as bandas de FTIR. Portanto, esses grupos funcionais podem ter
atraido fons Ca?* colaborando para formagédo dos nédulos de mineralizacdo. Ainda, as
NFCs podem ter interagido com receptores de membrana, como as integrinas,
estimulado uma cascata de sinalizacdo intracelular com mudanca na expresséo
génica, e, posterior diferenciacdo celular (DAYEM et al., 2016). No entanto, estudos
futuros s@o necessarios para a compreensao dos exatos mecanismos de inducao de
diferenciacdo osteogénica e deposicdo de matriz mineralizada estimulada pelas
NFCs.

Assim, pela primeira vez, foi demonstrado que de modo geral, as NFCs séo

citocompativeis e induzem a diferenciacdo osteogénica de células-tronco
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mesenquimais humanas derivadas da polpa dentaria. O uso de NMs livres para
inducado de diferenciacdo osteogénica in vitro de células-tronco pode ser aplicada a
terapia celular, uma vez que se pode pré-determinar o destino da célula, diminuindo
as chances de desenvolvimento de tumores, apos o transplante de células, ja que a
tumorigenicidade de qualquer transplante de células-tronco continua sendo uma
grande preocupacado para aplicagdes clinicas (DENG et al., 2018). Entretanto, mais
estudos devem ser realizados para o desenvolvimento de novas abordagens para a

aplicacao desse NM na terapia celular e engenharia tecidual.
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2.6 CONCLUSAO

Este estudo apresenta a primeira evidéncia de que as NFCs de
algodao alteraram a expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse
celular e a regulacdo da apoptose. No entanto, a exposi¢cao as NFCs de algodéo
nao alterou a morfologia, viabilidade, ciclo celular ou o estado oxidativo das
células-tronco mesenquimais humanas. Ademais, as NFCs induziram a
diferenciacédo osteogénica nas células-tronco.

Assim, as NFCs de algoddo apresentam potencial para uso na area
biomédica, em fungcdo da sua capacidade de producdo de nanobiocompdsitos
como indutores de diferenciacdo osteogénica aplicados a terapia celular e

regeneracao tecidual.
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3 CAPITULO 2: PRODUCAO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA
CITOCOMPATIBILIDADE DO NANOBIOCOMPOSITO DE NANOFIBRA
DE CELULOSE DE ALGODAO/QUITOSANA EM CELULAS HEK?293

31 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, nanobiocompdsitos de diferentes materiais foram
utilizados para uma variedade de aplicagcdes medicas e biotecnoldgicas, como
veiculos para liberacdo de moléculas, biossensores e engenharia de tecidos
(AMARAL et al., 2019; GUO et al.,, 2018; MARUDOVA; YOROV, 2019). Os
materiais compositos podem ser de diferentes opcbes de materiais, como
polimeros sintéticos ou naturais. Os biopolimeros naturais tém enormes
vantagens em comparacdo aos polimeros sintéticos, pois sdo materiais
renovaveis, amplamente disponiveis, acessiveis e biodegradaveis (ABRAL et al.,
2019; HALIMATUL et al.,, 2019; ILYAS et al.,, 2018a). Um dos compadsitos
biopoliméricos que se destaca é o baseado em quitosana, que tem sido fabricado
e investigado por muitos grupos de pesquisa nos ultimos anos (LIU et al., 2016;
MARUDOVA; YORQV, 2019; PALEM et al., 2018). Diferentes tipos de células,
proteinas, horménios, acidos nucleicos e drogas podem ser incorporados a
esses compdésitos, tornando-os aplicaveis a varios campos das Ciéncias da
Saude (MARUDOVA; YOROV, 2019).

No entanto, estudos in vitro mostram que, dependendo das
propriedades morfolégicas e fisico-quimicas do compadsitos de quitosana, baixas
taxas de adesdo celular, disseminacdo e proliferacdo sdo observadas
(CARVALHO et al, 2017; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015). As
propriedades dos filmes compadsitos de quitosana dependem da sua morfologia,
que é afetada pelo peso molecular, grau de N-acetilacdo, evaporagdo do
solvente, reticulacdo das cadeias e mecanismo de regeneracédo da amina livre
(CASARIEGO et al., 2009; YOUSSEF et al., 2015).

A incorporacdo de NMs na matriz polimérica produz uma

nanotopografia e rugosidade na superficie que podem influenciar o
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comportamento celular, melhorando a ades&o celular, espalhamento e
proliferacdo (LALWANI et al., 2015; SHI; WANG; YANG, 2016). Assim, 0 uso de
NMs pode produzir compdésitos com propriedades favoraveis para a cultura de
células e tecidos.

Entre os NMs incorporados em uma matriz polimérica, os materiais
celulésicos em nanoescala tém despertado muito interesse. Isso ocorre devido
as suas propriedades diferenciadas incluindo nano-dimensdo, grande area
superficial, alta proporcao, cristalinidade, baixa densidade e boa resisténcia
mecanica (ILYAS et al., 2019a; ILYAS; SAPUAN; ISHAK, 2018). A NFC pode ser
obtida de uma variedade de fontes biolégicas renovaveis, incluindo animais
tunicados (CAO et al., 2017), bactérias (JIA et al., 2017), madeira (GONG;
WANG; CHEN, 2017), sisal (SONG et al., 2018), palma (ILYAS et al., 2019b) e
algodao (PEREIRA et al., 2013).

O algodédo é uma importante fonte de fibras, pertence a familia
Malvaceae e é uma das principais culturas do mundo (OECD/FAOQ, 2016). O teor
de celulose da fibra de algodao é muito maior do que o de animais tunicados,
madeira e outras plantas (LI et al., 2013). Portanto, o algodédo é a fonte de
celulose mais facilmente acessivel do que as outras. Além disso, as fibras de
algodéao sao conhecidas por sua alta cristalinidade e rigidez em comparagcéo com
os diferentes tipos de NFC (CHEN et al., 2014).

Sendo assim, a NFC de algodado tem atraido a atencdo como um
potencial NM para reforcar compdsitos de matriz polimérica (WANG et al., 2019).
A NFC de algodao possui propriedades semelhantes as do colageno, como
direcionalidade, que podem ser importantes para a adesdo, disseminacao e
proliferacéo celular (POOYAN et al., 2013). Devido as suas propriedades fisico-
qguimicas e a grande area superficial, as NFCs podem permitir um maior nimero
de pontos de contato entre as ceélulas e as respectivas superficies
nanobiocompasitos.

Adicionalmente, como material leve (a densidade da celulose
cristalina é de 1,5 a 1,6 g cm3), possui as caracteristicas para ser um agente de
reforco dos nanobiocompositos (DUFRESNE, 2017). Além disso, a modificagédo
na superficie de materiais poliméricos com NFC pode melhorar a microestrutura
e propriedades mecéanicas (ILYAS et al., 2018b, 2018c; SANYANG et al., 2017).
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As NFC celulose devem, portanto, atuar como um material de reforco em uma
matriz polimérica (DUFRESNE, 2017).

No entanto, existem poucas pesquisas sobre a agcdo combinada da
nanofibra extraida da algodoeira ha melhoria das propriedades fisico-quimicas e
biolégicas de filme nanobiocompdsitos de quitosana. Ainda € necessario
preencher uma lacuna com estudos que investigam o potencial de adeséao celular
mediada por NFC de algodéo e sua citocompatibilidade com células humanas.
Nesse contexto, relatos raros abordaram a NFC de algoddo para uso na
producdo de nanobiocompdsitos para aplicacdes biomédicas (CHEN; HUANG;
HSU, 2019; DE FRANCE et al., 2019).

Poucos estudos abordando a toxicidade de nanobiocompdsitos a
base de NFC foram relatados. Os trabalhos geralmente avaliaram a NFC de
outras fontes ou a NFC combinada com outros NMs (FRIEND et al., 2019;
KANIMOZHI et al., 2018; Ml et al., 2016; YU et al., 2019). Isso pode alterar a
resposta da célula ao nanobiocompdsito. Portanto, ndo h& informacdes
adicionais sobre o cultivo de células humanas no nanobiocompdésito a base de
NFC de algodao.

A linhagem celular de rim embrionario humano (HEK293) é bem
caracterizada e foi escolhida para os ensaios de citocompatibilidade, dado ao
amplo uso dessas células em ensaios de toxicidade de nanobiocompdsitos
(KOUSER et al., 2018).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do nanobiocompdsito

NFC/quitosana e sua citocompatibilidade com células renais embrionarias
humanas (HEK293).

3.2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a composi¢do, morfologia e nanotopografia do filme de
quitosana e do nanobiocompésito de NFC/quitosana;

Avaliar as taxas de degradacao e intumescimento do filme de quitosana e
do nanobiocompdsito de NFC/quitosana;

Analisar a area de adesdo e proliferacdo das células HEK293 na
superficie dos nanobiocompdsito;

Avaliar a citotoxicidade in vitro do filme de quitosana e do

nanobiocompdésito de NFC/quitosana em células HEK293.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Na Figura 29 abaixo € apresentado um esquema do experimento 2 deste

projeto.

—[ Producao dos nanobiocompdsitos

 TECNICA DE EVAPORAGAO DO SOLVENTE
* RETICULAGAO COM TTP (pH 5,3)

N
\-\\\\P\ ‘[ Caracteriza¢do dos nanobiocompésitos ]

* FTIR
« AFM

¢ INTUMESCIMENTO
* DEGRADACAO

\\ b ]
4 Citocombatibilidade J

» MORFOLOGIA E AREA DE ADESAO CELULAR
* VIABILIDADE MITOCONDRIAL
e VIABILIDADE CELULAR

Figura 29 - Representacédo esquematica da metodologia realizada no Capitulo 2.

3.3.1 PREPARACAO DOS FILMES DE QUITOSANA E NANOBIOCOMPOSITOS
NFC/QUITOSANA

O filme de quitosana (QT) (Peso molecular: baixo, grau de desacetilacao:
75-85% - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o nanobiocompdésito de NFC/quitosana
foram preparados pela técnica de evaporacao do solvente (Figura 30). A solucdo de

quitosana (1% p/v) foi preparada dissolvendo a quitosana em solucéo diluida em agua
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destilada de acido acético (1% v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), sob constante
agitacdo magnética. Apos 24h, o nanobiocompdésito de NFC/quitosana foi preparado
dispersando a NFC (1000 ug mL™?) na solucéo de quitosana. A solucédo de quitosana
e a suspensao NFC/quitosana foram transferidas para as placas de polipropileno e
mantidas em estufa (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) por 24 h a 37° C para a
evaporacao do solvente.

Os filmes secos néo reticulados de quitosana obtidos e o nanobiocompasito
de NFC/quitosana foram reticulados pela técnica de gelificacéo ibnica em solucao de
0,1% (p/v) de tripolifosfato de sédio (TPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) aquoso
(pH 5,3), durante 2 h, em temperatura ambiente e lavados 2 vezes em agua destilada.
Posteriormente, o pH dos filmes e dos nanobiocompdsitos foram neutralizados com
solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda,
Diadema, Brasil) 1M por 30 min e lavados 2 vezes em &agua destilada. Em seguida
foram secos novamente em estufa por 24 h a 37° C.

NaOH . _I
NFC - /& -
Evaporagao ) 9/ Evaporagao
QUITOSANA / A Fapn
<3 “ ‘_' §-4 ( 4 L1
RETICULAGAO

3 ) . — —
e 1'} ({ ( (Ll

&/ TPP (0,1%)

Figura 30 —Esquemada preparacdo do filme de quitosana e do nanobiocompadsito de nanofibras
de celulose/quitosana, contendo 1000 ug mL™* de NFC, pela técnica de evaporacéo de solvente.

Os filmes de quitosana e os nanobiocompositos de NFC/quitosana foram
esterilizados em luz ultravioleta (UV) durante 40 min para a realizacéo dos ensaios de

cultivo celular.
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3.3.2 CARACTERIZACAO DOS NANOBIOCOMPOSITOS NFC/QUITOSANA

3.3.2.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As NFC de algodao pura, a quitosana pura, o filme de quitosana e o
nanobiocompdsito NFC/quitosana nao reticulados e apds serem reticulados com
tripolifosfato de sdédio (TPP) aquoso (0,1%, pH 5,3) foram observados por
espectroscopia FTIR. As amostras foram colocadas em um suporte de Si (auséncia
de picos de Si). Os espectros de FTIR foram obtidos com um espectrometro ALPHA
FT-IR Bruker (Bruker, Reinstetten, Alemanha) na regido de numero de onda de 4000-
600 cm™. O método de reflexdo total atenuada foi aplicado as medidas com uma
resolucdo de 2 cm e 64 varreduras.

3.3.2.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A nanotopografia da superficie do filme de quitosana e do
nanobiocompadsito NFC/quitosana (n = 6) foram estudadas usando um Microscépio de
Forca Atdmica (AFM) (Nanosurf easyScan 2 STM, Suica). As imagens topograficas
(altura) foram digitalizadas no modo de toque. As amplitudes de oscilagéo livre do
cantilever foram tipicamente de 50 mV e o tamanho de varredura da sonda do
microscopio era de 3x3 um. A rugosidade da superficie foi caracterizada pelo AFM em
termos de rugosidade média (Ra) usando o software Gwyddion v2.32, disponivel
gratuitamente na Internet e suportado pelo Instituto Checo de Metrologia (CZECH
REPUBLIC, 2019).
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3.3.2.3 COMPORTAMENTO DE INTUMESCENCIA DO NANOBIOCOMPOSITO
NFC/ QUITOSANA

Para determinar a razao de intumescimento in vitro, inicialmente foi medida
a massa do filme de quitosana e das amostras de nanobiocompdésito de
NFC/quitosana (6 cm de diametro por 1 mm de altura; n = 3) secos. Em seguida, o
filme de quitosana e o nanobiocompdsito foram imersos em 10 mL de PBS (LGC
Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) 1x (pH 7,4) e mantidos a temperatura ambiente (25
°C £ 1 °C). ApGs intervalos regulares de tempo, as massas dos filmes de quitosana e
dos nanobiocompdsitos umidos foram determinadas usando uma balanca eletrénica
(Mettler Toledo AB204-S, Ohio, EUA). O experimento foi realizado até 0 momento em
que nao foi observado maior inchaco do filme de quitosana e nanobiocompésito de
NFC/quitosana. O grau da razdo de intumescimento do filme de quitosana e

nanobiocompdsito NFC/quitosana foi calculado usando a seguinte equacao:

Intumescimento (%) = % x 100

Na qual, W1 é a massa da amostra inicial (seca); e W2, a massa da

amostra apés imerséo (inchada).

3.3.2.4 COMPORTAMENTO DE DEGRADACAO DO NANOBIOCOMPOSITO NFC/
QUITOSANA

Para determinar a taxa de degradacao in vitro, inicialmente foi medida a
massa do filme de quitosana e das amostras de nanobiocompdsitos de NFC/quitosana
(6 cm de diametro por 1 mm de altura; n = 3) secos usando uma balanca eletronica
(Mettler Toledo AB204-S, Ohio, EUA). Em seguida, o filme de quitosana e o
nanobiocompasito foram imersos em 10 mL de PBS 1x (pH 7,4) por 24 e 72 h. Apés
esses tempos, as amostras foram secas em estufa por 24h a 37° C e, entéo, foram

determinadas as massas dos filmes de quitosana e do nanobiocomposito secos. A
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taxa de degradacdo do filme de quitosana e nanobiocompdsito NFC/quitosana foi
calculada usando a seguinte equagao:

wi-w3

Taxa de degradacgao (%) = — X 100

Na qual, W1 é a massa da amostra inicial (seca); e W3, a massa da amostra

seca apo6s imersao.

3.3.3 AVALIACAO DA CITOCOMPATIBILIDADE

3.3.3.1 CULTURA DE CELULAS

Para avaliar a citotoxicidade do filme de quitosana e do nanobiocompasito
NFC/quitosana, foram realizados os ensaios de contato direto com uma monocamada
de células HEK293 (ATCC®) in vitro em meio de cultivo celular contendo meio DMEM
(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) acrescido de antibiéticos contendo penicilina
(Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) 100 U mL™, estreptomicina (Sigma Chemical
Co. St Louis, MO, EUA) 100 mg mL* e soro fetal bovino (SFB) (Sigma Chemical Co.
St Louis, MO, EUA) a 10% (v/v). As células foram incubadas em estufa incubadora
(Modelo 4130, Thermo Fisher, EUA) em atmosfera humidificada contendo 5% de CO2

a 37° C durante 24 e 72 h para posterior realizacdo dos ensaios de citotoxicidade.

3.3.3.2 MORFOLOGIA E PROPAGACAO CELULAR

Para avaliar a area de adesédo e proliferacdo celular, a morfologia das
células aderentes HEK293 que proliferaram nos materiais foram examinadas usando
microscopia de Iluz. Resumidamente, 5x10* células/poco foram cultivadas

uniformemente em filme de quitosana, nanobiocompésito de NFC/quitosana (1000 pg
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mL* de NFC) e placa de poliestireno (controle negativo) em placas de 24 pocos (n =
9 para cada tratamento) e cultivadas em incubadora (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) a 37° C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2, por 24
he72h.

Apos a cultura, a area de adeséo e a morfologia das células foram avaliadas
em microscépio de luz invertida (Zeiss Primo Vert, Oberkochen, Alemanha). A area
celular foi medida para quantificar a propagacao celular (RHEE et al., 2007) apos
analise de um total de 100 células em triplicata com auxilio do software Image J
(ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2005) e os resultados foram plotados como area
celular (um?) por campo.

3.3.3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE MITOCONDRIAL

A viabilidade metabdlica da mitocondria foi estimada pelo ensaio de MTT
(brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) (Sigma Chemical Co. St
Louis, MO, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. As células (5 x 102
células/poco) foram cultivadas em placas de 96 pocos (n = 9 para cada tratamento)
sob o filme de quitosana e sob nanobiocompésito NFC/quitosana (1000 pg mL™? de
NFC) e em placa de poliestireno (controle negativo) e mantidas em incubadora a 37°
C em atmosfera umidificada contendo 5% de COz, por 24 he 72 h.

O experimento foi realizado 3 vezes com 9 repeticbes para cada
tratamento. A absorbancia foi medida usando um leitor de microplacas (Varioskan,
Thermo Fisher Scientific, EUA) a 570 nm.

3.3.3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade celular, as células HEK293 foram cultivadas sob
o filme de quitosana e sob nanobiocompésito NFC/quitosana (1000 pg mL* de NFC)
e em placa de poliestireno (controle negativo) em placas de 24 pocos a uma densidade

de 5 x 10% células/poco (n = 3 para tratamento) por 24 e 72 h.
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Em seguida, as células foram tratadas com 0,25% (p/v) de tripsina-0,53 mM
EDTA (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) por 3 min para permitir que as células
se separassem dos compositos. A tripsina foi desativada com meio DMEM
suplementado com 10% de SFB. As células foram coletadas por centrifugacéo a 5000
x g. O iodeto de propidio (PI) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) foi adicionado
a suspenséo celular a uma concentracédo final de 50 pug mL™2. As fracGes das células
vivas e mortas foram analisadas por citometria de fluxo (CytoFLEX S, Beckman
Coulter, Pasadena, CA, EUA). Foram realizadas trés repeticbes em triplicata,
contando 10.000 células por repeticdo. Os dados foram analisados no software
CytExpert (Beckman Coulter).

3.3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por ANOVA e as diferencas entre as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas entre os diferentes grupos
foram consideradas estatisticamente significantes em p <0,05. Os resultados foram

apresentados como média aritmética + erro padrdo da média.



149

3.4 RESULTADOS

3.4.1 CARACTERIZACAO DOS NANOBIOCOMPOSITOS NFC/QUITOSANA

Para estudar a estrutura quimica, foi realizada a espectrometria de FITR do
filme de quitosana e do nanobiocompdsito NFC/quitosana (Figura 31). Varias bandas
caracteristicas de NFC foram localizadas em 3305 cm! (esticamento -OH), 2903 cm-
! (esticamento -CH2), 1365 cm™ (combinacéo -CH), 1108 cm™ (COC do anel glicosil)
e 897 cm (COC da ligagdo B-glicosidica) (TIBOLLA et al., 2017).
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Figura 31 - Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do (a) filme de quitosana sem
reticular, (b) tripolifosfato de sédio (TPP), (c) fime de quitosana reticulado, (d) nanofibras de
celulose de algodéo e (e) nanobiocompdsito NFC/quitosana reticulado.

Comparando os espectros de quitosana antes e apos a reticulagdo com o
TPP, é possivel observar algumas mudancas que comprovam esse processo. A
presenca das bandas em 1195 e 967cm™ no espectro de quitosana reticulado, que
nao estava presente no espectro do filme de quitosana sem reticular, pode ser
atribuida a v (PO3) e v (POP), respectivamente, e indica a presenca do TPP a
estrutura do filme de quitosana reticulado (YU et al., 2013). Da mesma forma, essas
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modificagdes espectrais também ocorrem no nanobiocompoésito de NFC/quitosana
reticulado. Comparada ao filme de quitosana e ao nanobiocompdsito NFC/quitosana,
a modificacdo dos espectros entre 3000-3500 cm* indicou interagdo da NFC com a
quitosana, sugerindo que as interacdes ocorreram entre o grupo sulfato da superficie
da NFC e os grupos -NHz da quitosana.

A Figura 32 mostra as analises de AFM do filme de quitosana e das
superficies dos nanobiocompésitos de NFC/quitosana empregadas para o
crescimento celular. As imagens da topografia do filme de quitosana e
nanobiocomposito NFC/quitosana (Figuras 32A, B) mostram a presenca de cavidades
e elevagdes nanomeétricas. Os valores médios de rugosidade (Ra) foram de 2,43 +
0,66 nm do filme de quitosana (Figura 32C) e aumentaram para um valor de Ra de

3,73 £ 0,23 nm para o0 nanobiocompdsito NFC/quitosana (Figura 32D).
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Figura 32 — Imagens tridimensional da topografia por Microscopia de For¢ca Atdmica (AFM) de
filmes de quitosana (A) e nanobiocompoésito de NFC/quitosana (B). Area de digitalizagdo 3 x 3
pm2. Andlise de AFM da rugosidade da superficie do filme de quitosana (C) e do
nanobiocompdsito NFC/quitosana (D). Ra indica a média da rugosidade da superficie.
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3.4.2 INTUMESCIMENTO E DEGRADACAO DO NANOBIOCOMPOSITO
NFC/QUITOSANA

A taxa de intumescimento do filme de quitosana e nanobiocompdsito de
NFC/quitosana é mostrada na Figura 33. As taxas de intumescimento dos dois
materiais em PBS (1x) aumentaram com o tempo. No entanto, apds 24 h, a taxa de
intumescimento do nanobiocompdsito NFC/quitosana (363,45%) foi menor (p<0,05)

gue do filme de quitosana pura (375,85%).
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Figura 33 — Percentual de intumescimento do filme de quitosana e do nanobiocompdsito
NFC/quitosana em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS 1x) em relagdo ao tempo.

A Figura 34 mostra o percentual de degradacgé&o in vitro nos tempos de 24,
48 e 72 h em pH 7,4 do filme de quitosana e do nanobiocompdsito NFC/quitosana. O
filme de quitosana mostrou maior perda significativa de massa (p<0,05) quando
comparado com o nanobiocompdsito NFC/quitosana dentro de todos os tempos
avaliados (24, 48 e 72 h). O nanobiocompdsito NFC/quitosana sé apresentou
significativa perda de massa (p<0,05) ap6s 72 h, enquanto o filme de quitosana teve

significativa perda de massa a partir de 24 h em imerséo.
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Figura 34 - Percentual da perda de massa in vitro nos tempos de 24,48 e 72 h em pH 7,4 do filme
de quitosana (QT) e do nanobiocompdsito NFC/quitosana (QTNFC1000).

3.4.3 ESTUDOS DE CITOCOMPATIBILIDADE

A Figura 35A mostra as imagens de microscopia de luz das células HEK293
gue foram cultivadas durante 72 h sobre o filme de quitosana e nanobiocompadsito
NFC/quitosana. O espalhamento celular foi quantificado medindo a area das células
apos 72 h de cultivo (Figura 35B). A area celular das células HEK293 em filmes de
quitosana (165,25 + 11,83 um?) e em superficies de NFC/quitosana (164,18 + 22,94
um?2) foi maior (p <0,001) do que na superficie da placa de poliestireno (126,28 + 19,54
pum2).
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Figura 35 — (A) Imagens de microscopia de luz de células de rim embrionario humano 293
(HEK293) ap6s 72 h em filme de quitosana e em nanobiocompédsito NFC/quitosana. (B)
Quantificagdo da area celular (um?) para células de cada grupo (média = DP). Os dados foram
obtidos a partir de imagens microscdOpicas de luz e analisados com o software Image J. Letras
diferentes significam diferenca estatistica (p <0,001).
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No ensaio de MTT, a absorbancia dos cristais de formazan formados é
proporcional ao numero de células com atividade metabdlica. Como mostrado na
Figura 36, os resultados indicam que ndo houve reducéao significativa no metabolismo

celular em comparacdo com o controle (p> 0,05).
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Figura 36 - Proliferacéo celular avaliada pelo ensaio de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT) apés 24 (A) e 72 h (B) de cultura em placa de poliestireno (controle), filme de
quitosana e nanobiocompdsito de NFC/quitosana. Cada valor representa a média + (SEM) (n =
6). Os valores nado foram estatisticamente significativos (p> 0,05).

Para investigar as possiveis alteracbes na viabilidade celular foram
realizados ensaios de citometria de fluxo com marcacdo com iodeto de propidio que
se intercala ao DNA, desde que a membrana celular esteja danificada. De acordo com
Figura 37, a porcentagem de células vivas néo foi afetada (p> 0,05) apds 24 h quando
cultivadas em filme de quitosana (93 + 1,52%) e em nanobiocompadsito NFC/quitosana
(92,82 + 1,49%) em comparacao ao controle negativo (placa de poliestireno) (90,19 +
0,72%). Entretanto, ap6s 72 h, a viabilidade celular foi reduzida (p <0,05) no filme de
quitosana (26,78 + 5,63%) e no nanobiocomposito NFC/quitosana (18,25 + 1,25%)

guando comparado ao controle negativo (88,94 + 3,84%).
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Figura 37 - Gréafico de dispersédo por citometria de fluxo: iodeto de propidio (PI-558-A) versus
dispersao direta (FSC-A) de células HEK293 ap6s 24 e 72 h em filme de quitosana e em
nanobiocompésito NFC/quitosana. Q1 mostra a porcentagem de células ndo viaveis coradas
com iodeto de propidio. Foram analisados 10.000 eventos.
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3.5 DISCUSSAO

O objetivo deste capitulo foi investigar as caracteristicas fisico-quimicas do
nanobiocomposito NFC/quitosana e sua compatibilidade com células HEK293, uma
vez que, os resultados do capitulo anterior (Capitulo 1) mostraram que as NFCs de
algodao foram citocompativeis. Além disso, a incorporacdo de NFCs na matriz
polimérica de quitosana pode influenciar a rugosidade da superficie e a propriedade
de intumescimento e degradacdo do nanobiocompadsito, bem como a area de adesao
e proliferagdo celular. Inicialmente, o nanobiocompdsito de NFC/quitosana foi
sintetizado e caracterizado. As membranas reticuladas foram preparadas em pH acido
(pH 5,4), o que leva a protonacédo do grupo amina da quitosana (SHENVI; ISMAIL;
ISLOOR, 2014). A reticulagcdo ocorre entre a porgdo amina protonada NHs* da
quitosana e a porcao P-O" do grupamento fosfato (SURESHKUMAR et al., 2010). De
acordo com a espectroscopia de FTIR, os diferentes espectros antes e apés a
reticulacdo utilizando o TPP, comprovam esse processo.

Para avaliar a capacidade de absorcdo de agua do nanobiocompdésito, a
taxa de intumescimento foi analisada. A adicdo da NFC ao filme de quitosana diminuiu
o0 intumescimento do nanobiocompdsito. ZHOU; WU (2011) mostraram que a taxa de
intumescimento é controlada pela capacidade hidrofilica dos grupos funcionais dos
nanocompositos. Possivelmente, a interacdo entre a NFC e a matriz de quitosana
pode ter diminuido a disponibilidade dos grupos funcionais que interagem com a agua,
levando ao menor grau de intumescimento do nanobiocompdsito. Além isso, a adi¢cao
da NFC reduziu a taxa de degradacédo do nanobiocompdsito apesar de, ainda assim,
ser observada uma significativa perda de massa em 72 h. As NFC de algoddo podem
ser liberadas do nanobiocompdsito, quando imerso em meio aquoso, uma vez que
nanoparticulas podem ser liberadas de scaffolds devido a taxa de degradacgéo (XIA et
al., 2018).

A andlise de AFM revelou que o nanobiocompdsito NFC/quitosana
apresentou maior rugosidade em comparacao com a superficie do filme de quitosana
pura. A topografia da superficie de biomateriais poliméricos € importante para a
adesdo celular e espalhamento do citoesqueleto das células (WANG et al., 2016).
Estudos anteriores relataram que o substrato de crescimento em nanoescala é

fundamental para manter as células funcionais em cultura (DALBY; GADEGAARD;
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OREFFO, 2014; MCMURRAY et al., 2011). GOREHAM et al. (2013) mostraram que
as superficies da nanotopografia favorecem a adesdo celular de fibroblastos e
osteoblastos humanos. No presente estudo, para investigar se a nanotopografia pode
influenciar o crescimento celular das células HEK293, foi analisado o espalhamento
da area celular. A partir da anélise microscopica, é possivel observar que as células
apresentaram maior area de espalhamento celular quando cultivadas em filme
quitosana e nanobiocomposito NFC/quitosana, quando comparadas com aquelas
cultivadas na superficie da placa de poliestireno. Semelhante ao observado neste
estudo, tem sito demonstrado que a topografia do nanobiocompdsito influencia o
espalhamento celular (CHEN et al., 2012, 2018; HU et al., 2017). As superficies micro
e nanotexturizadas podem favorecer interacdes diretas entre protrusdes celulares e a
superficie do biomaterial. As células interagem com a matriz polimérica, resultando
em diferentes graus de adesdo e espalhamento (WANG et al., 2016). Da mesma
forma, KIM et al. (2017) demonstraram que a nanotopografia afetou o formato da
célula. Assim, é possivel levantar a hipotese de que o nanobiocompdsito
NFC/quitosana possui pistas nanotopogréficas que influenciam a morfologia celular.
A arquitetura do nanobiocompoésito NFC/quitosana pode direcionar o
comportamento das células HEK293, fornecendo uma superficie de topografia a qual
as células respondem. As interacfes fisicas entre o nanobiocompdésito e a célula
regulam a proliferacdo celular em materiais biocompativeis. Para investigar a
proliferacédo de células HEK293 cultivadas em nanobiocompdsitos de NFC/quitosana,
foi realizado o ensaio de MTT. Os testes de MTT se baseia no metabolismo
mitocondrial e avalia especificamente a atividade das desidrogenases mitocondriais.
Neste estudo, os resultados sugerem que a atividade da redutase mitocondrial nas
células ndo diminuiu com a exposicdo ao filme de quitosana e ao nanobiocompdsito
NFC/quitosana apos 24 ou 72 h. Resultados semelhantes também foram obtidos por
SANDRI et al. (2017) e SANTOS et al. (2017). Assim, os resultados mostraram que
0S hanobiocompositos ndo reduzem o metabolismo celular e a proliferacdo das células
HEK293. Por outro lado, a viabilidade celular pode ser alterada pela exposicao das
células aos materiais. A analise por citometria de fluxo utilizando iodeto de propidio foi
utilizada para medir a porcentagem de células vivas ap6és o cultivo no filme de
guitosana e nanobiocompdésito NFC/quitosana. O iodeto de propidio € um corante
fluorescente que é excluido das células vivas com membranas intactas, enquanto

penetra na membrana danificada e se liga aos acidos nucléicos intercalando entre as
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bases. No presente estudo, nenhum efeito citotéxico do filme de quitosana e do
nanobiocomposito NFC/quitosana foi observado apos 24 h de exposi¢do. No entanto,
em exposicdo prolongada, 72 h de cultura celular, o filme de quitosana e o
nanobiocompadsito de NFC/quitosana diminuiram a viabilidade celular. Curiosamente,
os resultados do MTT ndo demonstraram declinio da atividade mitocondrial apés 72
h. Estudos anteriores relataram que diferentes condicdes de estresse ambiental
podem aumentar o metabolismo mitocondrial (KNUPP; ARVAN; CHANG, 2019).
Sugere-se, entao, que pode ter havido uma atividade mitocondrial compensatéria em
células estressadas apdés um longo periodo de tempo em contato com os materiais
poliméricos.

A reticulacéo esta diretamente relacionada com a concentracdo do TPP e
a quantidade de quitosana (PAN et al., 2019), a concentracdo de TPP utilizada (0,1%)
pode né&o ter sido suficiente para interagir com todas as aminas protonadas NHs" livres
da quitosana. Foi relatado anteriormente que 0s grupos amina catiénicos de quitosana
podem causar danos a membrana celular (FANGKANGWANWONG et al., 2016). Isso
ocorre devido a interacao eletrostatica entre a carga positiva da quitosana com a carga
negativa da proteina integrina (HSU et al., 2013). No presente estudo, a morte celular
causada pelo filme de quitosana e nanobiocompdsito NFC/quitosana apds 72 h de
cultivo foi, provavelmente, o resultado de uma interrupcao da capacidade elétrica da
membrana celular devido a exposicéo prolongada. Outro aspecto a ser considerado é
gue a morte celular foi mais pronunciada no nanobiocompdsito NFC/quitosana em
comparacdo ao filme de quitosana pura. Da mesma forma, trabalhos anteriores
mostraram que a NFC pode causar toxicidade em células de mamiferos (COLIC et al.,
2015; PEREIRA et al., 2013). As propriedades quimicas e fisicas exclusivas, como o
tamanho pequeno, a forma e a alta reatividade dos NMs que permitem suas
aplicacoes em diversas areas também podem torna-los potencialmente toxicos para
alguns tipos celulares. Os principais mecanismos de citotoxicidade dos NMs séo a
inducdo do estresse oxidativo celular, danos & membrana celular, rompimento de
organelas e alteracdes na expresséo génica (COLIC et al., 2015; JIANG et al., 2013;
PEREIRA et al., 2013; YU et al., 2019). Além disso, a citotoxicidade dos NMs pode
ocorrer de modo tempo dependente (GUPTA; XIE, 2018). Assim, no presente estudo,
os resultados obtidos pela citometria de fluxo podem ser devidos a baixa concentracéo
utilizada de TPP combinada a taxa de liberacéo da celulose em nanoescala da matriz

de quitosana durante a exposi¢cao prolongada.
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3.6 CONCLUSAO

Os dados de caracterizacdo mostraram que as NFCs aumentaram a
nanotopografia e diminuiram as taxas de intumescimento e degradacdo do
nanobiocompoésito NFC/quitosana. Em experimentos de avaliagéo de bioatividade, o
nanobiocompdsito NFC/quitosana promoveu a proliferacdo celular e o aumento da
area das células. Adicionalmente, os nanobiocompdsitos foram citocompativeis,
exceto apés 72 h de cultura. Portanto, a superficie do nanobiocompdsito
NFC/quitosana pode fornecer uma interface bioativa para promover o crescimento
celular. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para melhorar a

citocompatibilidade por periodos prolongados de cultura in vitro.
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4 CAPITULO 3: ANALISE DE CITOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE
DE NANOBIOCOMPOSITOS CONTENDO NFCs DE ALGODAO NO
CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

41 INTRODUCAO

Até 2020, o mercado global de tecnologias de dispositivos biomédicos
deve atingir US$ 428,97 bilhdes (MARKETSANDMARKETS, 2019). Os
biomateriais utilizados em regeneracdo Ossea devem combinar materiais
bioativos e bioabsorviveis, que imitam a funcdo natural do osso e ativam
mecanismos in vivo de regeneracéo tecidual (VENKATESAN; KIM, 2010). Neste
cenario, os materiais compaositos de polimeros naturais estédo se tornando cada
vez mais importantes como suportes de crescimento celular para a engenharia
de tecido dsseo.

Os materiais compoésitos baseados em combinacdes de polimeros
biodegradaveis séo ditos como adequados para a producdo de matrizes para
crescimento celular na engenharia de tecidos. Esses compdsitos exibem
propriedades fisicas, biolégicas e mecanicas proximas ao tecido que se deseja
construir ou reparar, bem como um comportamento de degradacao previsivel. A
selecdo apropriada de um biomaterial especifico para uma dada aplicacéo
requer uma compreensao detalhada das células e/ou da resposta do tecido alvo
(VENKATESAN; KIM, 2010).

Os polimeros nanobiocompoésitos podem servir como MEC
biomiméticas para adesdo e crescimento celular para cultura de células
humanas. MEC naturais, construidas a partir de diversas macromoléculas
biolégicas com nanémetros de tamanho, como colageno e glicosaminoglicanos,
geralmente exibem a topografia em nanoescala (YANG et al., 2017).

A celulose bulk (originalmente maior) ou nanoestruturada tem atraido
a atencdo como um potencial material para reforcar compositos de matriz
polimérica (WANG et al., 2019). Kim et al (2018) mostraram que a acetato de

celulose associado a a-tricalcio fosfato pode ser usada na engenharia de tecidos
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como um componente da MEC uma vez que osteoblastos imaturos de calvaria
de ratos proliferaram de forma homogénea por 3 semanas e se diferenciaram
em meio indutor contendo 50 pg mL? de &cido ascérbico e 10 mM de
glicerofosfato  (KIM et al.,, 2018). Adicionalmente, Rashad et al. (2018)
mostraram que a NFC obtidas a partir de polpa de madeira além de promover a
proliferacdo e a diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea humana, também melhorou significativamente as
propriedades hidrofilicas e a rugosidade da matriz e promoveu a adsorgéo de
proteinas (RASHAD et al., 2018).

A NFC possui propriedades semelhantes as do colageno, como
direcionalidade, que podem ser importantes para a adesdo, disseminacdo e
proliferacao celular (POOYAN et al., 2013). Esse NM possui estrutura similar aos
glicosaminoglicanos que é o componente mais abundante da MEC
(ABARRATEGI et al., 2010) e superficie hidrofilica, o que promove a adesao,
proliferacdo e diferenciacao celular (FRANCIS SUH; MATTHEW, 2000). Além
disso, a modificacdo na superficie de materiais poliméricos com NFC pode
melhorar as propriedades mecéanicas do nanobiocompaosito (ILYAS et al., 2018a,
2018b; SANYANG et al., 2017), fator importante para a engenharia de tecido
0sseo.

Até o momento, ndo ha informacdes sobre o crescimento e a inducdo
da diferenciacdo Ossea in vitro de células-tronco mesenquimais humanas em

nanobiocompdsitos a base de celulose de algodao.
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade do nanobiocompésito de NFC/quitosana de promover a
proliferacéo e diferenciacdo osteogénica das células-tronco mesenquimais humanas

derivadas da polpa dentaria humana de dentes deciduos esfoliados.

4.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar as propriedades fisico-quimicas do nanobiocompdsito de
NFC/quitosana.

. Avaliar a capacidade do nanobiocompdsito de NFC/quitosana promover
a porliferacao das células-tronco mesenquimais humanas.

o Investigar a capacidade do nanobiocompoésito de NFC/quitosana de

promover a diferenciacdo osteogénica das células-tronco mesenquimais humanas.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

Na Figura 38 abaixo € apresentado um esquema do experimento 3 deste

projeto.

l Producio dos nanobiocompésitos J

» TECNICA DE EVAPORAGAO DO SOLVENTE
* RETICULAGAO COM TTP (1,3%, pH 5,3)

Caracterizagdo dos nanobiocompésitos

e FTIR
* RAMAN
* AFM

¢ INTUMESCIMENTO E DEGRADACAO
« MECANICO

}\\\’\ - e
\/ [ Citocombatibilidade ]

* MORFOLOGIA CELULAR
« TESTE DE ADESAO

ﬁ ¢ VIABILIDADE MITOCONDRIAL
B | Inducdo da diferenciagdo osteogénica
. DETECCAO DA PROTEINA ALP

e COLORACAO VON KOSSA
« COLORACAO VERMELHO DE ALIZARINA

Figura 38 — Representagao esquematica da metodologia realizada no Capitulo 3

4.3.1 PREPARACAO DOS FILMES DE QUITOSANA E NANOBIOCOMPOSITOS
NFC/QUITOSANA

O filme de quitosana (QT) (Peso molecular: baixo, grau de desacetilacao:
75-85% - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o nanobiocompésito de NFC/quitosana
foram preparados pela técnica de evaporacao do solvente (Figura 39). A solucao de

quitosana (1% p/v) foi preparada dissolvendo a quitosana em solucéo diluida em agua
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destilada de acido acético (1% v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), sob constante
agitacdo magnética. Apos 24h, o nanobiocompdésito de NFC/quitosana foi preparado
dispersando a NFC em trés concentracdes diferentes (10, 100 e 1000 pug mL?) na
solucéo de quitosana. A solucéo de quitosana e as suspensfes NFC/quitosana foram
transferidas para as placas de polipropileno e mantidas em estufa (Fanem, Guarulhos,
SP, Brasil) por 24 h a 37° C para a evaporacéo do solvente.

Os filmes secos néo reticulados de quitosana obtidos e o nanobiocompasito
de NFC/quitosana foram imersos em solucao de hidroxido de sodio (NaOH) (Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda, Diadema, Brasil) 1M por 1 h e lavados com agua
destilada. Posteriormente, foram reticulados pela técnica de gelificacdo idnica em
solucéo de 1,3% (p/v) de tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) aquoso (pH 5,3), durante 2 h, em temperatura ambiente e lavados 2 vezes em
adgua destilada. Posteriormente, o pH dos filmes e dos nanobiocompoésitos foram
neutralizados com solucdo de NaOH 1M por 30 min e lavados 2 vezes em agua
destilada. Em seguida foram secos nhovamente em estufa por 24 h a 37° C.

Os filmes de quitosana e os nanobiocompdsitos de NFC/quitosana foram
esterilizados em luz ultravioleta (UV) durante 40 min para a realizacdo dos ensaios

com cultivo celular.

NaOH NaOH
NFC 2 ’ : o
Evaporacéo < . Evaporacao
QUITOSANA » n y }/ D ,?

> —r S RETICULACAO ( I -omn A

&/ TPP (1,3%)

Figura 39 - Esquema da preparacdo do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos de
nanofibras de celulose/quitosana contendo 10,100 ou 1000 ug mL™ de NFC pela técnica de
evaporacdo de solvente.

g
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4.3.2 CARACTERIZACAO DOS NANOBIOCOMPOSITOS CONTENDO NFCs DE
ALGODAO E QUITOSANA

4.3.2.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformacgéo de Fourier foram obtidos
com um espectrometro ALPHA FTIR Bruker na regido do numero de onda de 3500 a
500 cm no modo ATR-IR. O método de reflexdo total atenuada foi aplicado para as

medidas com uma resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras.

4.3.2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medi¢cbes de Raman foram realizadas com um espectréometro Bruker
RFS 100 excitado com um laser Nd3* / YAG operando a 1064 nm, equipado com um
detector InGaAs resfriado com nitrogénio liquido. Os espectros foram adquiridos na
resolucdo de 4 cm. Uma média de 1024 varreduras foram coletadas com uma

poténcia de 80 mW.

4.3.2.3 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

As imagens AFM foram gravadas no modo de toque em um Nanosurf
easyScan 2 (Nanosurf Instruments) no ar. As amplitudes de oscilacdo livre do
cantilever eram tipicamente de 80 a 100 mV e o tamanho de varredura da sonda de
microscopio era de 5x5 pm e 10x10 pum. A resolucdo do AFM era de 512x512 pixels.

O comprimento e o raio da ponta foram 225 mm e <10 nm, respectivamente.
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4.3.2.4 COMPORTAMENTO DE INTUMESCENCIA DOS
NANOBIOCOMPOSITOS NFC/ QUITOSANA

Para determinar a razao de intumescimento in vitro, inicialmente foi medida
a massa do filme de quitosana e das amostras dos nanobiocompdsitos de
NFC/quitosana contendo 10, 100 ou 1000 pg mL* de NFC (6 cm de diametro por 1
mm de altura; n = 3) secos. Em seguida, o filme de quitosana e 0s nanobiocompdsitos
foram imersos em 10 mL de PBS (LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) 1x (pH 7,4)
e mantidos a temperatura ambiente (25 °C + 1 °C). Apds intervalos regulares de
tempo, as massas dos filmes de quitosana e dos nanobiocompdsitos umidos foram
determinadas usando uma balanca eletrénica (Mettler Toledo AB204-S, Ohio, EUA).
O experimento foi realizado até o momento em que néo foi observado maior inchago
do filme de quitosana e dos nanobiocompdésitos de NFC/quitosana. O grau da razdo
de intumescimento do filme de quitosana e nanobiocompoésito NFC/quitosana foi

calculado usando a seguinte equacao:

w2-w1i
wi

Intumescimento (%) = x 100

Na qual, W1 é a massa da amostra inicial (seca); e W2, a massa da

amostra apés imersdao (inchadas).

4.3.2.5 COMPORTAMENTO DE DEGRADACAO DO NANOBIOCOMPOSITO
NFC/ QUITOSANA

Para determinar a taxa de degradacao in vitro, inicialmente foi medida a
massa do filme de quitosana e das amostras de nanobiocompdsitos de NFC/quitosana
contendo 10, 100 ou 1000 pg mL* de NFC (6 cm de diametro por 1 mm de altura; n =
3) secos usando uma balanca eletronica (Mettler Toledo AB204-S, Ohio, EUA). Em

seguida, o filme de quitosana e os nanobiocompadsitos foram imersos em 10 mL de
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PBS 1x (pH 7,4) por 24 e 72 h. Apés esses tempos, as amostras foram secas em
estufa por 24h a 37° C e, entdo, foram determinadas as massas dos filmes de
quitosana e dos nanobiocompoésitos secos. A taxa de degradacdo do filme de
quitosana e dos nanobiocompésitos NFC/quitosana (10, 100 e 1000 pug mL* de NFC)

foi calculada usando a seguinte equagéo:

wi-w3
wi

Taxa de degradacgao (%) = x 100

Na qual, W1 é a massa da amostra inicial (seca); e W3, a massa da amostra

seca apos imersao.

4.3.2.6 PROPRIEDADES MECANICAS DOS NANOBIOCOMPOSITOS
NFC/QUITOSANA

As anadlises das propriedades mecanicas foram realizadas na Embrapa
Instrumentacéo, Sado Carlos, SP de acordo com a norma ASTM D 882-98. O modulo
elastico e a resisténcia a tracao foram determinados usando um texturémetro TA.XT
Plus (Stable Micro System, Reino Unido). As dimensdes das amostras eram de 40 x
5 mm, as amostras foram colocadas entre grampos de cabelo pneuméaticos, com a
distancia entre os clipes ajustados para 20 mm, e a velocidade de tracéo foi ajustada
para 0,8 mm/s. Os testes foram realizados a 25° C. Pelo menos cinco medicdes foram

realizadas para cada amostra.
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4.3.3 AVALIACAO DE CITOCOMPATIBILIDADE DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS HUMANAS NOS NANOBIOCOMPOSITOS
NFC/QUITOSANA

4.3.3.1 CULTURA CELULAR IN VITRO

As células-tronco mesenquimais utilizadas foram isoladas a partir da polpa
dentaria humana de dentes deciduos esfoliados e obtidas do Biobanco Genética
Humana e Terapia Celular (GENETEC) do Laboratorio de Genética, Departamento de
Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora,
aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP 022/2015). As
células foram previamente caracterizadas (FERREIRA et al., 2019; ZANETTE, 2016)
e cultivadas in vitro com meio de cultivo celular contendo meio DMEM (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) acrescido de antibioticos contendo penicilina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) 100 U mL%, estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 100
mg mL* e SFB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 10% (v/v). As células foram
incubadas em estufa (Modelo 4130, Thermo Fisher, EUA) em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2z a 37° C. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias.

Para a realizacdo dos experimentos de citocompatibilidade, as células-
tronco mesenquimais humanas foram cultivadas sobre o filme de quitosana e sob os
nanobiocompésitos de NFC/quitosana contendo 10, 100 e 1000 ug mL* de NFC,
durante 21 dias, utilizando o meio de cultura basal contendo DMEM, suplementado
com 10% (v/v) SFB, 100 U mL"* de penicilina, 100 pg mL* de estreptomicina; ou o
meio indutor osteogénico (RIBEIRO et al.,, 2017) contendo DMEM, 107 M
dexametasona (Calbichem, San Diego, CA), 50 uM 2-fosfato acido ascorbico (Merck,
Darmstadt, Alemanha), 2 mM B-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
suplementado com 10% (v/v) SFB, 100 U mL-1 de penicilina, 100 pg mL-1 de

estreptomicina. Os meios de cultivo foram trocados a cada trés dias.
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4.3.3.2 MORFOLOGIA CELULAR

Para avaliar a morfologia celular, o filme de quitosana e o0s
nanobiocompésitos NFC/quitosana (10, 100 e 1000 pg mL™) foram preparados
apenas no centro de cada poco da placa de 6 pocos, e, entdo, as células foram
cultivadas nos pocos em contato com ambos (a placa de poliestireno e o filme de
quitosana ou nanobiocompdsito NFC/quitosana) com meio de cultura basal.

A morfologia celular foi observada apdés 24h de exposicdo sob um
microscopio de luz invertido (Primovert, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com
aumento de 100x e as imagens foram geradas de pelo menos 6 campos aleatorios na
camera aclopada (Axiocam ERc 5s) usando o software Zen 2.3 lite (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemanha).

4.3.3.3 ADESAO CELULAR

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, 3x10* células por
poco (n=3 para cada tratamento), com meio de cultura basal, em contato direto em
monocamada com o filme de quitosana, com os hanobiocompadsitos de NFC/quitosana
e com a placa de poliestireno (controle negativo). Apés 3, 6 e 24 h o0 meio de cultura
foi totalmente retirado e centrifugado por 3 min a 2000 x g e o pellet ressuspendido
em 50 ul de PBS 1x. O nuamero total de eventos (células ndo aderentes) de cada
amostra foi contabilizado utilizando um citébmetro de fluxo (CytoFLEX S, Backman
Coulter). A porcentagem das células aderentes (Ca) foi obtida a partir do nimero total
de células ndo aderidas (Cna) subtraidas do numero total de células plaqueadas (Cp).

(Cp — Cna)
_— %

100
Cp

Ca (%) =
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4.3.3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE MITOCONDRIAL

O ensaio de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante. Resumidamente, foram cultivadas 5 x 102 células por poco (n=9 para cada
tratamento) em contato direto com o filme de quitosana e os nhanobiocompadsitos de
NFC/quitosana com 200 ul de meio de cultivo em placa de 96 pocos, por 24 h para
aderéncia das células. ApoOs esse tempo, 0s meios de cultivo basal ou indutor foram
adicionados em cada poc¢o e incubadas durante 21 dias. Nos dias 7, 14 e 21, 0 meio
foi removido e as células foram incubadas com 5 mg mLt de MTT em condicdes
normais de cultura por 4 h e, entdo foi feita a lise celular com solucdo de &cido
cloridrico a 0,4 M em isopropanol (200 ul por poco). A absorbancia foi registada a 570
nm utilizando um espectrofotobmetro (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo
Fisher Scientific, EUA). Dois experimentos independentes em triplicata cada foram

realizados.

4.3.4 AVALIACAO DA INDUCAO DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

434.1 ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA (ALP) INTRACELULAR

A atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) foi avaliada usando o kit BCIP/NBT
(Fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil/Tetrazdlio azul nitro) (Invitrogen, EUA - N6547).
Resumidamente, 5x10* células (n=3) foram plaqueadas em placas de 24 pogos em
contato direto com o filme de quitosana e os nanobiocompdsitos NFC/quitosana com
meio de cultura basal e meio indutor osteogénico, como descrito anteriormente,
durante 21 dias.

Para quantificar a atividade da ALP intracelular, o sobrenadante de cada
poco foi removido e a camada celular foi lavada duas vezes com PBS 1x. Em seguida,
100 ul de solucéo BCIP/NBT, preparada de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante, foram adicionados a cada poco. Apds 2 h de incubacéo, as células foram
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observadas por microscopia de luz. Os precipitados roxos insollveis foram
solubilizados com 300 ul de SDS (dodecilsulfato de s6dio) a 10% (p/v) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) 10% (p/v) e incubados por 18 h. As medicles da
densidade Optica foram realizadas em espectrofotometro a 595 nm (SpectraMax 190,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

4.3.4.2 TECNICA DE COLORACAO VON KOSSA

Para identificar se as células-tronco mesenquimais humanas produziram
nédulos mineralizados in vitro quando cultivadas sobre os nanobiocompdésitos
NFC/quitosana, foi realizada a colora¢éo von Kossa (SHAHROUSVAND et al., 2017a).
Para tanto, o0 meio de cultura foi removido e foi acrescentada em cada poco a solucéo
de com paraformaldeido a 4% para fixacdo durante 15 min. A solucéo foi removida e
as células foram lavadas com PBS 1x por 10 min adicionais. As células foram coradas
com solucdo de nitrato de prata a 5% (p/v), com exposicdo a luz ultravioleta durante
60 min. As células foram novamente lavadas com PBS 1x por 10 min, e, entéo,
imersas em solucao de tiossulfato de sddio a 5% (p/v) por 3 min e 0os pocos foram
lavados com PBS 1x por 1 min. As imagens foram feitas utilizando um microscépio de
luz invertido (Primovert, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com camera aclopada

(Axiocam ERc 5s) usando o software Zen 2.3 lite (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

4.3.4.3 TECNICA DE COLORACAO VERMELHO DE ALIZARINA

A deposicao de calcio foi avaliada por coloracdo com Vermelho de Alizarina
S. Resumidamente, as células cultivadas sob o filme de quitosana e sob os
nanobiocompadsitos NFC/quitosana apods 21 dias foram fixadas com paraformaldeido
a 4% por 1 h e coradas com solugéo a vermelho de alizarina a 2% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) (pH 4,1) por 15 min em temperatura ambiente. Apds a lavagem e

secagem ao ar, as imagens foram tiradas com microscopio de luz invertido (Primovert,
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Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com camera aclopada (Axiocam ERc 5s) usando
o software Zen 2.3 lite (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

4.3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados representaram a média * erro padrao da média (SEM) de
pelo menos dois experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo one-
way ANOVA e as diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de
comparacao multipla de Tukey. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.0.

Diferencas foram consideradas significantes quando p <0,05.
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44 RESULTADOS

4.4.1 CARACTERIZACAO DOS NANOBIOCOMPOSITOS NFC/QUITOSANA

Foram analisados os espectros de Raman e Infravermelho dos
nanobiocompositos preparados com NFCs e quitosana, reticulados com tripolifosfato
de sodio (TPP). No espectro de Raman (Figura 40) as bandas nas regifes de 1462
cm? [d (CH) + w (CH2) + & (OH)], 1383 cm™* (CO) + v (CO) + v (CO) + v (CO) + &
(CO) + & (CO) + & (¢) (CH) + p (CH2)] € 899 cm-1 [v (¢) + p (CH2)] podem ser
atribuidas a um modo vibracional comum dos polimeros organicos de quitosana e
NFC (ZAJAC et al., 2015). Também foi observada a banda 798 cm atribuida ao modo
vibracional de P-O-P presente no TPP (Figura 40e). O deslocamento da banda,
originalmente em 755 cm™ (Figura 40c), sugere a reticulacdo da TPP com a quitosana
(BHUMKAR; POKHARKAR, 2006).

1383
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Figura 40 — Caracterizacdo por espectroscopia Raman (a) quitosana, (b) NFC de algodé&o, (c)
TPP, (d) Nanobiocompésito NFC/quitosana (100 pg mL™ )e (e) Nanobiocompdsito
NFC/quitosana (100 ug mL™?) reticulado com TPP.
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O espectro de infravermelho das amostras € mostrado na Figura 41. As
bandas de caracteristicas de 2929 cm™ e 1635 cm™* podem ser atribuidas aos modos
v (CH) e amida v (C = O) originalmente observadas no espectro de quitosana (SOUZA
et al., 2015). A presenca de uma faixa em torno de 1108 cm-1, caracteristica dos
éteres de celulose, indica a presenca de ligacbes C-O-C (OLIVEIRA et al., 2015). O
filme de quitosana reticulado com TPP (Figura 41e) mostrou uma banda 1157 cm™

representando a ligacdo P = O (KNAUL; HUDSON; CREBER, 1999; WANG et al.,
2001; XU; DU, 2003).
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Figura 41 - Caracterizacéo utilizando espectroscopia de FTIR (a) quitosana (b) NFC de algodao
(c) TPP (d) Nanobiocompdsito NFC/quitosana (100 pg mL= ),e (e) Nanobiocompdsito
NFC/quitosana (100 ug mL™) reticulado com TPP.

A analise espectral (Figura 42 e 43) mostrou que ndo ha mudancas nos
deslocamentos para 0S grupos quimicos mais importantes nas trés diferentes
concentracées de NFC (10, 100 e 1000 yg mL1), no entanto, podemos verificar uma

sobreposicao entre as bandas em varias regidées do espectro quando a concentracao
de NFC é de 1000 pg mL1.
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Figura 42 - Caracterizacdo por espectroscopia Raman (a) Filme de quitosana, (b)
Nanobiocompésito NFC/quitosana (10 pg mL™), (c) Nanobiocompdsito NFC/quitosana (100 pg
mL-1), (d) Nanobiocompésito NFC/quitosana (1000 pug mL™1).
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Figura 43 - Caracterizagdo utilizando espectroscopia de FTIR do (a) Filme de quitosana, (b)
Nanobiocompdsito NFC/quitosana (10 pg mL™), (c) Nanobiocompédsito NFC/quitosana (100 ug
mL1), e (d) Nanobiocompdsito NFC/quitosana (1000 pg mL™2).
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As imagens de AFM (Figura 44) foram obtidas diretamente na superficie
dos filmes, em é&reas aleatodrias de 10 x 10 cm, formadas a partir do filme de quitosana

e dos nanobiocompdsitos NFC/quitosana.
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Figura 44 - Imagens de Microscopia de For¢ca Atdmica obtidas do (a) filme de quitosana e dos
nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo diferentes concentragdes de NFCs de algodé&o: (b)
10 ug mL=*; (c) 100 ug mL~; (d) 1000 pg mL=2.

Os filmes de quitosana pura (Figura 44a) sao relativamente regulares e com
baixa rugosidade, enquanto a insercdo de NFC torna esse filme homogeneamente
rugoso com o alinhamento das NFC (Figuras 44a, 44b e 44c). A reticulacdo com o
TPP leva a uma mudanca consideravel na superficie do filme (Figura 45), tornando-o
altamente rugoso, com altura variavel em alguns pontos entre 0,05 a 38 um e

distribuicao desigual.

Figura 45 - Imagens de Microscopia de Forca Atbmica obtidas do nanobiocompésito
NFC/quitosana (100 pg mL™?); (a) néo reticulado com TPP; (b) e reticulado com TPP.
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4.4.2 INTUMESCIMENTO E DEGRADACAO DO NANOBIOCOMPOSITO
NFC/QUITOSANA

A taxa de intumescimento do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos
de NFC/quitosana é mostrada na Figura 46. As taxas de intumescimento em PBS (1x)
de todos os materiais aumentaram com o0 tempo. No entanto, a taxa de
intumescimento dos nanobiocompdésitos NFC/quitosana contendo 1000 pg mL+?
(619,5%) de NFC foi menor (p<0,05) que do filme de quitosana (686,2%) e dos outros
nanobiocompésitos contendo 10 e 100 pg mL?* de NFC de algodédo (716,49% e
691,71%, respectivamente). Dessa forma, o aumento da concentracdo de NFC

presente no nanobiocompaosito reduziu a taxa de intumescimento.
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Figura 46 - Percentual de intumescimento do filme de quitosana (QT) e dos nanobiocompdsitos
NFC/quitosana contendo 10 pg mL™ (QTNFC10), 100 pg mL~* (QTNFC100) ou 1000 pg mL™
(QTNFC1000) de NFC de algodao em solugéo salinatamponada com fosfato (PBS 1x) em relacao
ao tempo.

A Figura 47 mostra o padrdao de biodegradagcao in vitro do filme de
quitosana e dos nanobiocompositos NFC/quitosana. A perda de massa do
nanobiocompésito NFC/quitosana contendo 1000 pg mL™* foi menor (p<0,05) do que
a do filme de quitosana e dos outros nanobiocompésitos contendo 10 e 100 pg mL?
de NFC de algodao. Apos 7 dias do estudo, o filme de quitosana teve 5,06% de perda
de massa, enquanto os nanobiocompdsitos contendo 10, 100 ou 1000 ug mL* de NFC
apresentaram valor de degradacdo de 3,9%, 4,1% e 2,28%, respectivamente, da
massa inicial do nanobiocompdsito. Apdés 14 dias, foi observada uma taxa de

degradacéo de 5,78% do filme de quitosana em comparagcéo com 4,9%, 5,14% e 3,1%



186

dos nanobiocompésitos NFC/quitosana contendo 10, 100 ou 1000 pg mL* de NFC,
respectivamente. Assim, o aumento da concentragdo de NFC presente no

nanobiocompasito reduziu a taxa de degradacéo.
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Figura 47 - Percentual de perda de massa do filme de quitosana (QT) e dos nanobiocompdsitos
NFC/quitosana contendo 10 pg mL™' (QTNFC10), 100 ug mL~* (QTNFC100) ou 1000 pg mL™
(QTNFC1000) de NFC de algoddo em solucéo salinatamponada com fosfato (PBS 1x) em relagao
ao tempo.

4.4.3 PROPRIEDADES REOLOGICAS

As medidas do moddulo elastico e da resisténcia a tracdo do filme de
quitosana e dos nanobiocompositos NFC/quitosana contendo 10, 100 ou 1000 pg mL-
1 de NFC sdo mostradas na Tabela 3. Os dados revelaram uma diminui¢do (p<0,05)
do mddulo elastico em 1000 pg/mL NFC (2,035 + 1,544) e 100 pg/mL NFC (5,355 *
0,705) quando comparado a 10 pg/mL de NFC (7,523 + 0,740) e Quitosana pura
(7,417 + 0,624) que nao diferiram entre si (p>0,05).

A resisténcia a tracdo na concentracdo de 10 pg/mL de NFC (30,789 +
3,583) foi similar (P>0,05) a Quitosana pura (31,510 + 2,950) e maior (P<0,05) quando
comparada a 100 pg/mL de NFC (20,995 + 2,645) e 1000 pg/mL de NFC (6,101 +
5,123).
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Tabela 3- Propriedades mecanicas para 0s nanobiocompdésitos

Resisténcia a tracao

Modulo eléastico (Tens&o Méxima)

Amostras

(MPa) (MPa)
Filme de quitosana 7,417 £ 0,624 31,510 + 2,950
Nanobiocompésito NFC/quitosana
(10 pg mL™Y) 7,523 £ 0,740 30,789 + 3,583
Nanobiocompésito NFC/quitosana
(100 pg mL-1) 5,355 + 0,705 20,995 + 2,645
Nanobiocompésito NFC/quitosana
(1000 pg mL-1) 2,035+ 1,544 6,101 +£5,123
4.4.4 AVALIACAO DA CITOCOMPATIBILIDADE
444.1 AVALIACAO DA MORFOLOGIA CELULAR, ADESAO E

VIABILIDADE MITOCRONDRIAL

As células-tronco mesenquimais humanas ndo apresentaram alteracdes na
morfologia (Figura 48) e permaneceram alongadas com a forma tipicamete parecida
com a de fibroblastos, apés cultivadas por 24 h em meio de cultura basal sobre o filme

de quitosana e sobre os nanobiocompésitos NFC/quitosana.
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Figura 48 - Andlise da morfologia celular usando um microscopio éptico invertido. As células-
tronco mesenquimais humanas foram cultivadas em contato direto por 24 h com ambos (A)
placa de poliestireno (controle negativo) e filme de quitosana; (B) placa de poliestireno e
nanobiocompdsito NFC/quitosana (10 pg mL™); (C) placa de poliestireno e nanobiocompdsito
NFC/quitosana (100 pg mL™); e (D) placa de poliestireno e nanobiocompésito NFC/quitosana
(1000 pg mL™Y). A linha preta mostra a divisdo dos dois tipos de superficie nos pogos; asterisco
mostra filme de quitosana (A) e nanobiocompdsitos NFC/quitosana 10 ug mL™%, 100 ug mL™?,
1000 ug mL~* (B, C e D, respectivamente). Ampliacdo100x. Barra de escala = 100 pm.

Os resultados do ensaio de adesao celular (Figura 49) indicam uma boa
interacdo celular das células-tronco mesenquimais humanas com o©s
nanobiocompésitos NFC/quitosana (10, 100 ou 1000 pug mL* de NFC). Apés 3 h de
cultura celular, verificou-se que a adesdo celular nos nanobiocompdsitos
NFC/quitosana foi maior (p<0,05) do que no filme de quitosana, porém menor do que
na placa de poliestireno (controle negativo) (p<0,05). Além disso, ap6s 6 h de cultivo
celular, persistiu 0 aumento da tendéncia de interacé@o celular, e ndo foi encontrada
diferenca significativa (p>0,05) na taxa de adesdo entre 0os nanobiocompdsitos
NFC/quitosana quando comparados com o controle negativo. Apenas no filme de

quitosana a taxa de adesé&o foi menor (p<0,05).
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Apés 24 h de plaguemento celular ndo foi observada diferenca significativa
no numero de células aderidas ao filme de quitosana bem como nos
nanobiocompadsitos NFC/quitosana quando comparados com a placa de poliestireno
(p>0,05).
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Figura 49 — Percentual de células-tronco mesenquimais humanas aderidas no filme de quitosana
(QT), nos nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10 pg mL~' (QTNFC10), 100 pg mL™?
(QTNFC100) e 1000 pg mL™' (QTNFC1000) de NFC de algoddo e na placa de poliestireno
(PLACA), apés 3, 6 e 24 h de plaqueamento. Cada valor representa a média + (SEM) (n = 3). Os
valores p< 0,05 foram estatisticamente significativos.

O cultivo das células-tronco mesenquimais humanas no filme de quitosana
e nos nanobiocompdsitos NFC/quitosana utilizando meio de cultura basal (Figura 50A)
e meio de inducdo osteogénica (Figura 50B) nao teve efeito (p>0,05) sobre a
viabilidade mitocondrial durante 7, 14 e 21 dias. Assim, 0s nanobiocompdsitos
NFC/quitosana ndo demonstrou ser citotoxico para as células-tronco mesenquimais
humanas nas condi¢des testadas, corroborando com as imagens de microscopia de

luz invertida (Figura 47).

A B

Meio Basal Meio Indutor Osteogénico

-

o

o
I

 Qr
QTNFC10

I QTNFC100
QTNFC1000

1004

Viabilidade Mitocondial
(% em relagao ao controle)
o
o

Viabilidade Mitocondial
(% em relagdo ao controle)

o
I

7 dias 14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 50 - Viabilidade mitocondrial das células-tronco mesenquimais humanas cultivadas
sobre o filme de quitosana (QT) e sobre os nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10 pg
mL~! (QTNFC10), 100 pg mL™* (QTNFC100) e 1000 pug mL™* (QTNFC1000) de NFCs de algodé&o
durante 7, 14 e 21 dias utilizando meio basal (A) e meio de inducdo osteogénica (B) baseado no
ensaio de MTT. Os valores estdo representados pela média + SEM de trés experimentos
independentes (p> 0,05).
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4.45 AVALIACAO DA INDUCAO DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Para avaliar a atividade da fosfatase alcalina (ALP) intracelular (Figura 51),
as células-tronco mesenquimais humanas foram cultivadas sobre os filmes de
quitosana (QT) e nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10 pg mL™
(QTNFC10), 100 ug mL™* (QTNFC100) e 1000 ug mL™* (QTNFC1000) de NFCs de
algodao durante 7, 14 e 21 dias utilizando meio basal (Figura 51A) e meio
suplementado com fatores de indugdo osteogénica (Figura 51B).

Apés 21 dias de cultura em meio basal (Figura 51A), a atividade da ALP
das células-tronco mesenquimais humanas cultivadas sobre os nanobiocompositos
NFC/quitosana contendo maiores concentracfes de NFCs de algodao (100 e 1000 pg
mL~1) foi maior (p<0,05) quando comparada com o filme de quitosana. Entretanto, ndo
houve diferenca na atividade da ALP entre os tempos de 7 e 14 dias.

Quando utilizado o meio de inducéo osteogénica (Figura 51B), o0 aumento
(p<0,05) da atividade da ALP foi observado apdés 14 dias de cultura em células
cultivadas sobre o nanobiocompdsito contendo a maior concentragcdo de NFC de
algodéo (1000 pg mL™). Similarmente, houve aumento (p<0,05) da atividade da ALP
nas células cultivadas sobre os nanobiocompdésitos NFC/quitosana contendo maiores
concentracGes de NFCs de algoddo (100 e 1000 pg mL™t) apés 21 dias de cultura
(Figura 51B).
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Figura 51 - Atividade da Fosfatase Alcalina intracelular em células-tronco mesenquimais
humanas cultivadas sobre os filmes de quitosana (QT) e nanobiocompésitos NFC/quitosana
contendo 10 ug mL~* (QTNFC10), 100 ug mL™t (QTNFC100) e 1000 ug mL™* (QTNFC1000) de NFCs
de algodéo durante 7, 14 e 21 dias utilizando meio basal (A) e meio de induc&o osteogénica (B).
Os valores estdo representados pela média + SEM de dois experimentos independentes (*p<
0,05)



191

Apos 21 dias de cultura, foram detectados pontos enegrecidos pela
coloragdo von Kossa que representam pontos de deposicdo dos ndédulos
mineralizantes (Figura 52, setas brancas). Os nddulos de mineralizacdo foram
detectados em menores quantidades quando as células foram cultivadas sobre os
nanobiocompdsitos NFC/quitosana com meio basal (Figura 52 C, D, E), porém, na
presenca do meio com indutores osteogénicos, os nédulos mineralizantes foram
observados em maiores quantidades (Figura 52 D, F, H).

Adicionalmente, as células-tronco mesenquimais humanas apresentaram
deposicao de nddulos de calcio, marcados pelo Vermelho de Alizarina, apos 21 dias
de cultura sobre os nanobiocompdésitos NFC/quitosana tanto em meio de cultura basal
(Figura 53 C, E, G) quanto em meio de inducédo osteogénica (Figura 53 D, F, H).
Entretanto, as células-tronco cultivadas nos grupos controles (sem filme de quitosana,
nanobiocompa@sitos ou suplementos quimicos indutores) ndo apresentaram nodulos
mineralizantes (Figura 52A) nem deposicao de nddulos de célcio (Figura 53A).

Por fim, foi observado que a morfologia de algumas células-tronco
mesenquimais humanas foi alterada de fusiformes para a forma poligonal apds 21 dias

de cultura sobre os nanobiocompdésitos NFC/quitosana (Figuras 52 e 53).
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Figura 52 - Imagens por microscopia de luz da coloragdo von Kossa das células-tronco
mesenquimais humanas cultivadas em contato direto com o filme de quitosana (A e B) e com
0s nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10 ug mL™* (C e D), 100 ug mL™* (E e F) e 1000
pg mL? (G e H) por 21 dias em meio basal (A, C, E e G) e em meio de indugéo osteogénica (B, D,
F, H). Ampliagdo 200x. Barra de escala = 50 um.
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Figura 53 - Imagens por microscopia de luz da coloracdo com Vermelho de Alizarina S das
células-tronco mesenquimais humanas cultivadas em contato direto com o filme de quitosana
(A e B) e com os nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10 pg mL™* (C e D), 100 ug mL™*
(E e F) e 1000 pg mL* (G e H) por 21 dias em meio basal (A, C, E e G) e em meio de inducgéo
osteogénica (B, D, F, H). Ampliacdo 100x. Barra de escala = 100 pm.
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4.5 DISCUSSAO

Com o intuito de otimizar a producdo dos nanobiocompdésitos e baseados
nos resultados obtidos no capitulo anterior (Capitulo 2) foram modificadas as
concentragbes de TPP e NFCs de algodao utilizadas, para assim, modificar as
propriedades fisico-quimicas dos nanobiocompdsitos NFC/quitosana produzidos para
proporcionar melhor citocompatibilidade e induzir a diferenciacdo osteogénica nas
células-tronco mesenquimais humanas.

A quitosana é um biopolimero com uma ampla gama de aplicabilidade em
aplicacoes de tecidos regenerativos devido a sua natureza biocompativel,
osteoindutora, degradativa e biorreabsorvivel in vitro (ABINAYA et al., 2019).
Especialmente, a quitosana tem sido usada para aplicacdes de engenharia de tecidos
0sseos, pois sua estrutura tem semelhanca estrutural e de composicdo com 0s
glicosaminoglicanos presentes na MEC que facilitam a adesdo e a proliferacdo de
células de osteoblastos e também fornecem uma estrutura porosa para
osteoconducao (JHALA; RATHER; VASITA, 2016). LAI et al. (2014) mostrou que a
quitosana foi o componente principal para promover a diferenciacéo osteogénica das
células-tronco mesenquimais humanas, enquanto CHEN; CHEN; LAl (2012)
mostraram gque a quitosana melhorou a diferenciacdo osteogénica.

Os NMs podem ser acoplados a quitosana para aumentar suas
propriedades mecéanicas e melhorar a aplicabilidade dos nanobiocompésitos no
reparo de tecido 6sseo (BALAGANGADHARAN; DHIVYA; SELVAMURUGAN, 2017;
MATINFAR; MESGAR; MOHAMMADI, 2019). Inicialmente, os hanobiocompadsitos de
NFC/quitosana foram sintetizados e caracterizados utilizando diferentes
concentracbes de NFCs de algodéo (10, 100 e 1000 pg mL™?) e reticulados em solugéo
de 1,3% (p/v) de TPP. Os resultados de espectroscopia confirmaram a reticulagao
efetiva do TPP com a quitosana e mostraram que as NFCs nas trés concentracdes
utilizadas, interagiram com a quitosana.

Adicionalmente, as imagens de AFM mostraram que 0 aumento da
concentracdo de NFCs de algoddo modificou a nanotopografia e rugosidade dos
nanobiocompdsitos produzidos, aumentando, assim, 0s pontos de adesdo para as
células. A topografia da superficie dos biomateriais é considerada um dos parametros

cruciais na determinacdo da atividade celular (YAO et al.,, 2019), por isso varias
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técnicas de nanoengenharia sdo desenvolvidas para obter scaffolds nanofibrosos com
superficie nanotopografica para controlar a proliferacdo, migracéo e diferenciacdo de
células-tronco (CHEN et al., 2017; ZHOU et al., 2018).

O filme de quitosana e os nanobiocompdsitos NFC/quitosana contendo 10
e 100 ug mL*de NFC apresentaram aumento na taxa de intumescimento, no entanto,
um aumento na concentracdo de NFC de algod&o (1000 pg mL™t) forneceu uma menor
porcentagem de intumescimento. Isso pode ter ocorrido devido a alta capacidade de
interacao fisica da NFC no nanobiocompdsito, o que diminui a captacdo de solucao
aguosa na matriz (KUMAR et al., 2019).

A taxa de intumescimento é afetada pela incorporacdo de NFCs e também
com a variacdo de sua concentracdo, portanto, podem desempenhar um papel
importante na retencao de fluidos corporais e no fornecimento de nutrientes as células
(PUROHIT et al., 2019). Adicionalmente, o comportamento dos biomateriais no ensaio
de intumescimento pode explicar os resultados de degradacdo. Presume-se que as
moléculas do tampao fosfato-salino (PBS) utilizado, apliguem uma presséo externa
na estrutura dos nanobiocompdsitos, afastando assim as cadeias poliméricas da
matriz reticulada, levando a uma leve desintegracdo da estrutura polimérica. Dessa
forma, a maior estabilidade do nanobiocompdésito pode ser benéfica para a formacgéo
de tecidos e matriz extracelular no momento da regeneracao 6ssea (PUROHIT et al.,
2019).

Adicionalmente, com a adicdo das NFCs em altas concentracdes nos filmes
de quitosana o alongamento dos nanobiocompdsitos NFC/quitosana diminuiu,
provavelmente devido as forcas de interacdes entre as cadeias dos materiais
(diminuindo a elasticidade). No presente estudo, observou-se que as NFCs nas
concentraces de 100 e 1000 pug mL* tornaram os filmes de quitosana mais rigidos
ou menos flexiveis e, consequentemente, menos resistentes a tragdo, corroborando
com os dados de intumescimento e degradacao.

As caracteristicas mecéanicas do nanobiocompdésito influenciam o
comportamento celular. A célula responde de forma diferente & variacéo na rigidez da
matriz, que afeta a proliferagéo, viabilidade e diferenciagéo celular (TAN et al., 2014).
A rigidez dos tecidos corporais € diferente, variando de menos de 1 kPa no cérebro e
mais de 100 kPa no tecido 6sseo (FEIG et al., 2018). Embora existam muitos
mecanismos de interacdo entre a membrana celular e a superficie do

nanobiocompadsito, a interagdo fundamental que todas as células devem ter é uma
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interacdo entre o citoesqueleto e o nanobiocomposito (MURPHY; MCDEVITT,;
ENGLER, 2014). As consequéncias dessa interacéo incluem uma cascata de eventos
na ceélula, todos iniciados pelo citoesqueleto ou por estruturas que o vinculam ao
material (TSIMBOURI et al., 2014).

Um desses mecanismos é a geracdo de forgcas contrateis pelas células
contra um substrato. As células-tronco mesenquimais detectam a rigidez da matriz
agrupando integrinas transmembranares, determinando a forca de adesdo e
proliferacéo celular e ligando o citoesqueleto intracelular a MEC. Esses sinais sao
transduzidos para o nucleo, modulando a expressdo génica e as alteracdes
resultantes no fenétipo celular (LEACH; WHITEHEAD, 2018). Assim, as propriedades
mecanicas do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos NFC/quitosana podem
afetar o destino das células, uma vez que as células respondem a rigidez da matriz
por um mecanotransdutor e alteram sua morfologia e linhagem especifica ao
transduzir esses sinais para o nucleo (SHAHROUSVAND et al., 2017a). Por isso,
durante a diferenciacdo osteogénica, as células-tronco mesenquimais deixam de ter
a morfologia fusiforme como fibroblastos, e passam a ter conformacao poligonal.
Dessa forma, mimetizar a estrutura biomecanica e bioldgica da MEC 6ssea utilizando
NMs € uma estratégia eficaz para projetar e desenvolver scaffolds para a engenharia
0ssea.

O NMs fibrosos tem atraido interesse como componentes de
nanobiocompa@sitos, pois sdo capazes de fornecer pistas bioldégicas e suporte
estrutural para a regeneracdo de tecidos (LI et al., 2018). As fibras fornecem
orientacdes de contato, levando a um aprimoramento na adeséao celular (ALMARZA
et al., 2008). Além disso, o0 aumento da rugosidade da superficie dos
nanobiocompdsitos NFC/quitosana pode ter sido adequado para o0 crescimento
celular, funcdo celular estimulada da osteogénese e mineralizacdo 0ssea (LI et al.,
2018; PARK et al., 2007). JAHANMARD et al. (2020) mostraram que a rigidez e a
nanotopografia dos scaffolds afetam diferentemente a mineralizagdo da matriz e a
expressao dos marcadores osteogénicos, sugerindo que essas propriedades fisicas
regulam a osteogénese por diferentes mecanismos.

Estudos relataram que filmes com topografias nanofibrosas induzem a
ligacéo, proliferacdo e diferenciacéo osteogénica de células-tronco (HOSSEINKHANI
et al., 2006; MIRAKABAD et al., 2019; SMITH et al., 2009), uma vez que mimetizam
as estruturas fibrosas da MEC do tecido 0sseo (RAIC et al., 2019). YANG et al. (2018),



197

sugeriram que a superficie nanofibrosa aumentou os niveis da atividade da fosfatase
alcalina e promoveu a diferenciacao osteogénica de células-tronco mesenquimais de
ratos. Outro trabalho mostrou que a adigdo de nanocristais de celulose no scaffold
permitiu a diferenciacdo osteogénica em células-tronco mesenquimais humanas
(DUTTA et al., 2019).

No presente estudo, os nanobiocompdésitos NFC/quitosana aumentaram a
atividade da ALP das células-tronco mesenquimais humanas. Os osteoblastos
secretam fosfatase alcalina, que degrada os pirofosfatos inorganicos e causa um
aumento nos niveis de fosfato, ativando o processo de mineralizacdo
(SHAHROUSVAND et al., 2017b). Essa mineralizagéo foi confirmada pelos estudos
colorimétricos de von Kossa e vermelho de Alizarina que revelaram a deposicao de
nodulos mineralizantes.

A ativa interagdo entre células-tronco e MEC é fundamental para o
processo de proliferacdo, migracéo e diferenciacdo celular. Um possivel mecanismo
para inducdo de diferenciacdo osteogénica das células cultivadas sobre os
nanobiocompdsitos NFC/quitosana pode estar relacionado a microestrutura da
superficie desse biomaterial. Estudos prévios demonstraram que uma superficie
nanoestruturada aumenta a adesao de proteinas contidas no soro fetal bovino, como
a vitronectina e fibronectina (STEELE; JOHNSON; UNDERWOOD, 1992). Essas
proteinas que também estdo presentes na MEC séo reconhecidas pelas integrinas,
receptores importantes para a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco em
osteoblastos (DELIGIANNI et al., 2001; WEBSTER et al., 2001). Assim, pode-se
sugerir que a ligacdo de proteinas do meio de cultura e/ou das NFCs as integrinas
promove sinais que sdo transmitidos para o interior das células-tronco,
desencadeando os efeitos de diferenciacdo observados pelos ensaios da ALP, von
Kossa e vermelho de Alizarina. Sugere-se, também, que os cations da quitosana,
tenham atraido o acumulo de glicosaminoglicanos aniénicos, potencializando a
diferenciacdo osteogénica, uma vez que o0s glicosaminoglicanos da MEC podem
regular as citocinas e os fator de crescimento e, assim, influenciar a proliferacao e
diferenciacéo celular (MATHEWS et al., 2014). Contudo, estudos complementares sao
necessarios para confirmar essas hipoteses.

Futuramente, para potencializar a formacdo do tecido 0sseo, uma
estratégia que pode ser utilizada é a incorporagdo de outros componentes na sintese

dos nanobiocompoésitos NFC/quitosana, para liberacdo controlada de fatores
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osteogénicos, o que oferece um método promissor para melhorar os resultados
clinicos de implantes e transplante (BALAGANGADHARAN; DHIVYA,
SELVAMURUGAN, 2017).

Portanto, inicialmente, nossos resultados mostraram que 0S
nanobiocompoésitos NFC/quitosana foram citocompativeis e permitiram a adeséo
celular das células-tronco mesenquimais humanas. Por fim, induziram o aumento da
atividade da ALP e a producdo de nddulos mineralizantes. Dessa forma, o
nanobiocompdsito NFC/quitosana pode ser considerado um candidato promissor para

uso na engenharia de tecidos, mais especificamente para o reparo 6sseo.
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4.6 CONCLUSAO

As NFCs de algoddo aumentaram a nanotopografia e modificaram as
propriedades mecéanicas dos nanobiocompdsitos NFC/quitosana, permitindo adeséo,

proliferacéo e diferenciacdo osteogénica das células-tronco mesenquimais humanas.
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4.7 PERSPECTIVAS

e Realizacdo de PCR em Tempo Real ara analisar a expressao de genes
relacionadas a osteogénese;
e Avaliacdo da citocompatibilidade e o potencial de reparo 0sseo dos

nanobiocompoésitos NFC/quitosana in vivo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Dentro das condi¢cdes testadas, as NFCs de celulose de algodédo e os
nanobiocompositos NFC/quitosana mostraram ser citocompativeis e ter potencial de
inducdo osteogénica nas células-tronco mesenquimais humanas. O uso combinado
de células-tronco e nanobiocompdsitos forneceu resultados in vitro que sao

promissores para que essa estratégia seja utilizada em reparos 0sseos in vivo.
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Abstract

Cellulose is a renewable polymer quite abundant on the Earth and very
attractive for applications in the construction of eco-friendly biomedical products. The
aim of this study was to investigate the chemical-physical characteristics of cotton
cellulose nanofiber (CCN)/chitosan nanocomposite and its cytocompatibility with
human embryonic kidney cells. First, the chemical composition, swelling ratio and
surface topography of the nanocomposite were evaluated. Cytocompatibility was then
assessed through spreading, proliferation and viability of cells. The experimental
results showed that the CCN was an effective nanomaterial agent for increasing the
roughness surface of chitosan film. Cell proliferation and changes in cell morphology
indicated that the nanocomposite led to improved cell spreading and growth. Cell
viability did not decrease after 24 h. However, the cell survival on the nanocomposite
was affected at 72 h. The results indicate that CCN/chitosan nanocomposite could be
a promising biocompatible biomaterial for biomedical applications.
Keywords: biomaterials; biopolymer; in vitro cell culture; polymeric nanomaterials;

nanotopography
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