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Resumo

A pele possui um mecanismo natural de autorreparo em caso de lesdes,
contudo, em alguns casos, 0 processo de cicatrizacdo pode ser comprometido,
requerendo cuidados para auxiliar a reparacdo do 6rgdo. Terapias reparativas tém
sido objeto de estudos para o tratamento de lesdes e os biopolimeros quitosana e
nanofibra de celulose (NFC) se destacam por apresentarem propriedades
biodegradaveis, antimicrobianas e caracteristicas mecanicas semelhantes a da matriz
extracelular natural. No entanto, at¢ o momento, ndo ha relatos sobre o uso
combinado da quitosana e NFC extraidas do algoddo na producdo de um
nanobiocompdsito para aplicacdo na medicina reparativa da pele. Assim, o objetivo
desse estudo foi realizar a caracterizacdo fisico-quimico e avaliar a
citocompatibilidade do nanobiocompédsito de quitosana e NFC de algoddo em
fibroblastos e queratindcitos humanos cultivados in vitro. Inicialmente, foram
realizadas avaliacdes de homogeneidade, estabilidade, rugosidade, porosidade e
propriedades mecanicas do nanobiocompdsitos. Posteriormente, foram realizados os
ensaios in vitro de microscopia de luz, citometria de fluxo, MTT, Alamar Blue,
cicatrizacdo e producdo de coldgeno. Os resultados demonstraram que a
incorporacao da NFC ao filme de quitosana, formando um nanobiocompasito, resultou
em um filme com melhores caracteristicas como taxa de degradacao, intumescimento,
hidrofilicidade e rugosidade, otimizando sua aplicacdo na realizacdo de testes in vitro.
A viabilidade celular, cicatrizacdo e producdo de colageno por fibroblastos e
queratinécitos humanos indicam a citocompatibilidade do nanobiocomposito em
cultura in vitro. Baseado nos resultados, o nanobiocompdsito de quitosana com NFC
apresenta potencial para aplicacao futura em terapias reparativas para o tratamento
de lesdo na pele, bem como um modelo de teste de dermocosmeéticos.

Palavra-chave: célula epidérmica, célula dérmica, biopolimeros, nanomaterial, filme,
reparo da pele.



Abstract

The skin has a natural self-repair mechanism in the event of injuries, however,
in some cases, the healing process may be compromised, requiring care to help repair
the organ. Reparative therapies have been the subject of studies for the treatment of
injuries and the biopolymers chitosan and cellulose nanofiber (NFC) stand out for
presenting biodegradable, antimicrobial properties and mechanical characteristics
similar to those of the natural extracellular matrix. However, to date, there are no
reports on the combined use of chitosan and NFC extracted from cotton in the
production of a nanobiocomposite for application in skin reparative medicine. Thus, the
objective of this study was to perform the physicochemical characterization and
evaluate the cytocompatibility of the chitosan and cotton NFC nanobiocomposite in
human fibroblasts and keratinocytes in vitro. At first, evaluations of homogeneity,
stability, roughness, porosity and mechanical properties of the nanobiocomposites
were carried out. Subsequently, in vitro light microscopy, flow cytometry, MTT, Alamar
Blue, healing and collagen production tests were carried out. The results demonstrated
that the incorporation of NFC into the chitosan film, forming a nanobiocomposite,
resulted in a film with better characteristics such as degradation rate, swelling,
hydrophilicity and roughness, optimizing its application in in vitro tests. Cell viability,
healing and collagen production by human fibroblasts and keratinocytes indicate the
cytocompatibility of the nanobiocomposite in in vitro culture. Based on the results, the
chitosan nanobiocomposite with NFC has potential for future application in reparative
therapies for the treatment of skin injuries, as well as a test model for dermocosmetics.

Keywords: epidermal cell, dermal cell, biopolymers, nanomaterial, film, skin repair.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano (representa 15% do peso corporal),
atuando como uma barreira protetora primaria contra agentes externos, como calor,
luz, agentes quimicos e microrganismos (LIANG et al., 2022). Portanto, devido ao
seu alto grau de exposicdo ao ambiente e por ser caracterizado como um tecido
elastico e macio, a pele pode ser facilmente afetada (XIA et al., 2022). A lesédo &
definida com uma ruptura da estrutura e funcéo desse tecido, podendo ser provocada
por traumas, queimaduras, infeccbes e neoplasias (HORUE et al., 2023). A pele
apresenta mecanismo de autorreparo espontaneo visando restabelecer a estrutura
e funcdo. Contudo, cuidados sdo necessarios com a lesdo de modo a evitar
infeccdes, ressecamento, dor e cicatriz. O atendimento em redes hospitalares para
a cura de lesbGes agudas e cronicas apresentam alta demanda. Baseado no DATA
SUS, em 2022 o numero de internac¢des por doencas da pele e do tecido subcutaneo,
bem como lesdes por consequéncias externas (exemplo envenenamento, efeitos
toxicos, queimaduras, corrosdes, traumas, entre outros) atingiram 1.613.539
internacdes, somatizando um valor de 1,8 bilhdes. Lesbes cronicas que ndo seguem
processo normal de cicatrizacdo, que acomete principalmente pacientes diabéticos
e com patologias cardiovasculares, apresentam altas taxas de hospitalizacoes,
gerando implicacBes sociais e econémicas (ALMEIDA et al., 2021).

A medicina regenerativa fornece terapias reparativas de lesées que visam
acelerar e promover a cicatrizacdo, além de reparar a pele a sua funcao primitiva,
restabelecendo os tecidos danificados. A engenharia de tecido visa contribuir com
novas possibilidades em terapias reparativas, como os scaffolds, hidrogel e filmes
nanobiocompdsitos contendo biomateriais com propriedades biodegradaveis,
antimicrobianas, imunomoduladoras, podendo conter células epidérmicas ou
dérmicas (autélogos ou alogénicos) facilitando o processo de cicatrizacao e reparo
da pele (KAMOLZ et al., 2022). Outra alternativa sdo os curativos ativos (método in
situ) constituidos de biomateriais com propriedades que aceleram o processo de
cicatrizacdo, absorcédo do exsudato e protecéo contra patégenos (ELANGWE et al.,
2022). Dessa forma, diferentes biomateriais e combinac¢des desses, além de uma
diversidade de tipo de estruturas, sdo investigadas para viabilizar possibilidades

eficientes na cicatrizagéo de lesdes.
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Os polissacarideos sdo um grupo de biopolimeros que se destacam pela
presenca de ligacdes glicosidicas (ligacdo fundamental em diferentes moléculas
biolégicas), abundantes na biosfera, podendo ser extraidas de uma variedade de
fontes, como plantas, algas, bactérias e fungos. (ALVEN; ADERIBIGBE, 2020).
Polissacarideos, como quitosana e celulose (0os mais abundantes da natureza)
podem ser aplicados na medicina regenerativa devido as suas propriedades fisico-
quimicas, controlaveis, solubilidade, n&o antigenicidade, propriedades
antimicrobianas e caracteristicas mecénicas semelhantes as da matriz extracelular
(MEC) (MADNI et al., 2021; SAHANA; REKHA, 2018a; WANG et al., 2020). A
quitosana  exibe unidade de  N-acetil-D-glucosamina  similares  aos
glicosaminoglicanos (GAGSs) presentes na MEC (ZARRINTAJ et al., 2023). Porém,
os filmes compostos de quitosana tem propriedades mecanicas fracas e sao
instaveis (QIN et al., 2023; WANG et al., 2020). A incorporacdo de nanofibras de
celulose (NFC) de algoddo pode aumentar a estabilidade e resisténcia mecanica
desses filmes. Além disso, a NFC exibe uma rede semelhante as fibrilas de colageno
da MEC, com tamanhos de fibra que promovem a distribuicdo de poros homogéneos,
alta cristalinidade e area de superficial (LUO et al., 2019; PINA; OLIVEIRA; REIS,
2015). A NFC e a quitosana possuem potencial de interacdo molecular visto que a
quitosana € um polimero policatidnico e seus grupos acetamidas e hidroxila sao
susceptiveis a substituicdo nucleofilica (PATRULEA et al., 2015), além das
interacdes eletrostaticas com a celulose, polissacarideo aniénico (ALVEN;
ADERIBIGBE, 2020; CROISIER; JEROME, 2013). Desse modo, a associacdo de
ambos 0s materiais pode produzir um nanobiocompdsito com propriedades
importantes para aplicacdes biomédicas.

Dentre as aplicagbes biomédicas ha muitas evidéncias do potencial de ambos
biopolimeros na medicina regenerativa para o tratamento de lesdes (SAHANA;
REKHA, 2018b). A quitosana demonstrou a capacidade de iniciar a cascata de
cicatrizagédo, exibir desempenho hemostatico, promover infiltracdo de neutrdfilos,
migracdo de macrofagos, aumentar a migracdo de fibroblastos e conduzir a
deposicdo de colageno em estudo realizado com camundongos diabéticos
(ZARRINTAJ et al., 2023). Enquanto, evidéncias mostram que a celulose promove a
cicatrizacdo de feridas nos estagios iniciais e regular a perda de agua trans
epidérmica (ZARRINTAJ et al.,, 2023). Consta também que a celulose tem
capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas através da liberacéo
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de fatores de crescimento e assim, promovem a migracdo e proliferacdo de
fibroblastos, e inibem a proliferacdo de bactérias na ferida (ALVEN; ADERIBIGBE,
2020). Modelos comerciais de curativos contendo celulose extraidas de bactérias
mimetizam a MEC promovendo o aumento da epitelizagéo (recobrimento da lesao
na superficie epitelial durante a fase proliferativa) (HORUE et al., 2023). No entanto,
nao ha relatos na literatura da associacdo das NFC provenientes de algodao e a
quitosana aplicados ao cultivo de células da pele humana. Além disso, materiais em
escala nanométrica podem apresentar risco citotoxico (NAQVI; KUMAR;
GOPINATH, 2018; YANG, W. et al., 2021).

Portanto, estudos de seguranca sdo imprescindiveis para garantir o
desenvolvimento seguro de novos biomateriais que incorporem nanotecnologia. Os
fibroblastos sdo as células mais abundantes na derme e sdo responsaveis pela
producdo de colageno, principal constituinte da MEC. Os queratindcitos sdo as
principais células da epiderme formando um tecido com células justapostas e
camadas estratificadas, desempenhando uma funcao de barreira com o ambiente
externo (CASTANO et al., 2018). Portanto, esses dois tipos celulares sdo modelos
in vitro representativos da pele humana.

Atributos presente nos biomateriais como diversidade de procedéncias,
acessibilidade, baixo custo de obtencdo e sintese, adesdo celular, proliferacéo,
migracao celular, desempenho de absorcdo de exsudato, notaveis propriedade
fisico-quimicas e mecéanicas sdo avaliados para se tornarem candidatos em
potencial para aplicacdo na cicatrizacdo de feridas (ZARRINTAJ et al., 2023). Diante
das caracteristicas abordadas anteriormente, a quitosana e celulose proveniente do
algodao, apresentam potencial para o processo de cicatrizacdo de lesdes, assim
como aplicacdo na medicina regenerativa. Assim, o objetivo desse estudo é realizar
a caracterizagdo quimico-fisica e avaliar a citocompatibilidade do nanobiocompdsito
de quitosana e NFC de algodao utilizando fibroblastos e queratindcitos humanos

cultivados in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia da Pele

A pele é essencial para a sobrevivéncia do organismo sendo um 6rgao de
protecdo para 0s outros orgaos e tecidos, evitando a desidratacéo, regulando a
temperatura corporea e impedindo a entrada de patégenos. A pele € dividida em trés
camadas denominadas de epiderme, derme e tecido subcutaneo (Figura 1). H& os
apéndices da pele, o qual compreende nos sensores de temperatura, glandula
sudoripara e sebacea, filiculo piloso e unha (PHANTHONG et al., 2018).

Poro da glandula
sudoripara

Capilar

Epiderme

Derme

I~
— Membrana
aptal Basal

Reticular

Ducto da glandula
sudoripara

F

Camada

Subcutanea Capilar

Receptor

Figura 1 - Esquema da organizacéo e constituicdo da pele humana. Imagem adaptada (MACNEIL,
S., 2007)

A epiderme abrange a camada mais externa do tecido, em humanos tem
espessura entre 50 — 150 ym (Pissarenko, 2019), é uma fina camada do tecido
epitelial de revestimento estratificado pavimentoso e queratinizado (AARESTRUP,
2012). Por ser a mais externa age como uma barreira quimico-fisica e a disposicao
das camadas justapostas e unidas evitam a perda de agua. Nela encontramos

diferentes populacdes de células, tais como: os queratinécitos, as células de
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Langerhans, as células de Merkel e os melandcitos. Os queratinécitos apresentam
80% das células, logo sdo as mais abundantes e responsaveis pela estrutura
estratificada, formando camadas na epiderme de acordo com sua diferenciacéo,
apresentando monomorfismo dentro de cada camada. Assim, se dispdem em
monocamadas de células cubicas as cilindricas. A constante renovacdo e
crescimento ocorre em suas subcamadas, onde as células-tronco no estrato interno
basal se diferenciam em queratindcitos, que migram para o exterior e eventualmente
decaem como cornedcitos, formando a camada cérneo, uma camada queratinizada
resistente (CASTANO et al., 2018).

A epiderme é subdividida em: basal (ou germinativa), média, granular e
cornea (Figura 2) (FENNER; CLARK, 2016). Os queratindcitos da camada basal séo
programados para alcancar a superficie da pele, nesse processo que dura
aproximadamente 4 semanas ha mudancas na morfologia, producédo de diferentes
gueratinas, fator de crescimento e citocinas (BOUWSTRA et al., 2023). A camada
basal é mais profunda, sendo composta de células-fonte que levam pouco mais de
um més para cumprir sua meia-vida Util e descamar na superficie externa. As células
dessa camada ao passar pelo processo de divisdo celular, a mitose, seguem em
direcdo a superficie originando a camada média (conhecidas por espinhosa ou
malpighiana). Nessa camada as células apresentam citoplasma volumoso e a se
diferenciar. A camada seguinte é area na qual se da o amadurecimento dos granulos
de queratina. A quantidade de queratinécitos granulares e de granulos em seu
citoplasma é proporcional a espessura da queratina da regido anatdomica da pele
observada (FENNER; CLARK, 2016). Durante o amadurecimento proteico surge no
interior dos granulos uma matriz interfibrilar, que une varias fibrilas de queratina
inicialmente maleaveis e delgadas. Na porcéo superficial da camada granular, inicia-
se o0 processo de apoptose celular através da atividade enzimatica, matriz sofre
dissolucdo, liberando as fibrilas que se dispersam na superficie corporal formando
camadas de queratina livre, horizontais, seguindo a polarizacéo epitelial. A camada
cornea é onde a deposicédo de queratina, nela pode conter ou ndo restos celulares
aprisionados (FENNER; CLARK, 2016). Os queratindcitos sdo conectados

principalmente por desmossomos e jun¢des ocludentes (BOUWSTRA et al., 2023).
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Camada Coérnea
Interface entre Camada Coérnea e Granular
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Figura 2 — A subdivisdo das camadas da epiderme. No topo da camada basal estd o estrato
espinhoso, os queratindcitos comegam a se diferenciar e inicia-se a formacgéo de corpos lamelares,
contendo os precursores dos lipidios de barreira. Na proxima camada viavel, o estrato granuloso, a
sintese desses lipidios precursores € intensificada e a concentragcdo de corpos lamelares aumenta.
Na camada cornea € ocorre a deposi¢cédo de queratina. Imagem adaptada (BOUWSTRA et al., 2023).

Além dos queratinécitos presente na epiderme, hd os melandcitos que
constituem cerca de 10% das células na regido basal. Sdo localizados na camada
basal, no entanto, seus dendritos atingem queratindcitos na camada média e
participam na producdo de melanina, pigmento que protege os queratindcitos dos
efeitos nocivos do raio ultravioleta (UV), absorvendo-os. Os melandcitos tem origem
da diferenciacdo de células que entram em proliferacdo proxima a crista neural e
migram, guiadas pela lamina basal, em dire¢do aos queratindcitos basais que estdo
em amadurecimento inicial. Tais células raramente tém atividade mitética nas areas
de pele ndo expostas ao sol, logo a atividade proliferativa é ocasional, ou seja, se
proliferando apenas quando recebem estimulo (FENNER; CLARK, 2016). Outras
células encontradas e de grande importancia para a epiderme séo as células de
Langerhans e as células de Merkel, no qual atuam, respectivamente, na endocitose
de antigenos para apresentarem aos linfocitos da derme, e na percepgdo de
estimulos tateis para o sistema nervoso (FENNER; CLARK, 2016). As células de
Langerhans sdo macrofagos residentes em epitélios estratificados, mas sO sao
considerando maduras ap0s contato com antigeno. Os queratinécitos podem

interagir com outras células do sistema imune (como macréfagos e neutrofilos) e
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participa também da producdo de citocinas pelas vias Signal Transducer and
Activator of Transcription 3 (STAT3) e Fator Nuclear Potenciador da cadeia leve
Kappa de células B ativadas em resposta a estresses como radiacdo UVB e
processo inflamatorios, bem como a de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
(FENNER; CLARK, 2016).

No tecido epitelial as células sédo justapostas, separadas por escassos
materiais intracelulares, o qual é constituido por elementos da propria membrana
celular, como o glicocalice — carboidrato que auxilia a unido lateral, protege a
superficie da célula apresenta propriedades cataliticas e receptor para hormonios,
virus, bactérias e fungos. Outra caracteristica desse tecido é a auséncia de vasos
sanguineos, o fornecimento de oxigénio e nutrientes séo realizados e a remoc¢ao de
residuos ocorrem por difusdo a partir de capilares sanguineos presentes nos tecidos
adjacentes ou subjacentes (A ARESTRUP, 2012). A protecdo desse tecido pode ser
pela presenca de camadas de proteinas impermeabilizantes e rigidas (queratina) na
superficie externa, por células de defesa (células de Langerhans), as propriedades
mecanicas por espessa camada e justaposicdo das células, bem como por
propriedades quimicas especificas conferidas por microrganismos comensais. A
movimentacdo de moléculas é realizada pela membrana através dos meios
transcelulares (membranas dos polos apical e basal) e paracelulares (entre duas
membranas celulares laterais) (FENNER; CLARK, 2016).

A camada presente abaixo da epiderme é denominada de derme, é
constituida de tecido conjuntivo propriamente dito, com espessura de 150 ym a 4
mm em humanos, com caracteristicas fibrosa e elastica, tem como finalidade de
fornecer nutrientes e suporte estrutural através da derme papilar, onde os sulcos
ondulados facilitam as trocas. O conjuntivo em contato com a lamina basal € do tipo
frouxo, formando a derme superficial ou derme papilar. A baixo desta ha um aumento
da densidade de coldgeno até predominio de conjuntivo denso ndo modelado,
compondo a derme profunda ou reticular (AARESTRUP, 2012). A derme reticular
compreende uma variedade de nervos, glandulas e vasos, no qual é responsavel
pela sensibilidade e nutricdo, respectivamente. Nessa camada, encontram-se vasos
linfaticos, glandulas sebaceas, foliculos capilares e células do sistema imune como
os leucdcitos (CASTANO et al., 2018). As fortes conexdes entre a derme e epiderme
forma uma camada denominada membrana basal (BOUWSTRA et al., 2023).

O principal componente da derme é a matriz extracelular produzido pelos
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fibroflasto. A tensdo mecéanica é dinamica entre as camadas densas de fibras de
colageno, elastina dispostas em fibras transversais incorporadas e matriz
proteoglicana, juntamente com o fibroblasto que se conecta a essa matriz pelas
integrinas (sendo entdo uma interface entre matriz-citoesqueleto) utilizam desse
acoplamento para puxar as redes de fibras de colageno. Dessa forma, a adeséo
pelas integrinas promove a montagem e reorganizagao de microtubulos e filamentos
intermediarios que “empurram” o meio externo e proporciona o estiramento celular
normal. A derme é constituida de 70% de colageno, que proporcionando elasticidade
e dureza, 1% de fibras de elastina, mantendo caracteristica de elasticidade e
flexibilidade, e proteoglicanos, que oferecem hidratacéo e viscosidade. Além disso,
0s proteoglicanos atuam na remodelacdo de cdalcio e zinco dependente de
proteoglicano enzima, identificada como metaloproteinase da matriz (MMPS)
produzido por multiplas células, como o fibroblasto, queratindcito, neutroéfilos
(CASTANO et al., 2018).

Os fibroblastos sintetizam e reorganizam a MEC através da producédo de
colageno,  proteoglicanos, fibronectina, lamininas,  glicosaminoglicanos,
metaloproteinases e prostaglantinas. A MEC estd em constante comunicagdo com
as células circundantes, visto que os fibroblastos podem secretar e responder a
sinais autocrinos e paracrinos. Os fibroblastos apresentam uma variedade de funcéo
na derme, sendo os fibroblastos localizados em camadas superficiais esta envolvido
na formacao do foliculo piloso e reepitelizacdo durante a cicatrizacao de feridas,
enguanto os localizados em camadas profundas é responsavel pela geracdo de MEC
(DICK MK, MIAO JH, 2023).

A molécula de coldgeno recém-sintetizada é convertida em pro-colageno pela
remocao do peptideo sinal de seu N-terminal no reticulo endoplasmatico. A estrutura
de tripla hélice tipica dos colagenos é causada pela hidroxilagéo e glicosilacéo de
residuos de aminoéacidos, denominada de pré-colageno. Quando secretadas por
vesiculas no espaco extracelular o pro-colageno é enzimaticamente convertido em
tropocolageno. Através da reticulacéo covalente é montado as fibrilas de colageno
final. As caracteristicas mecéanicas da rede de colageno dependem do mecanismo
de reticulacdo (SINGH; RAI; K AGRAWAL, 2023). A rede de colageno produzida é
mantida também pela tensdo mecanica através dos fibroblastos. Ha reticulacdes
intra e intermoleculares altamente resistentes a degradacao (DICK MK, MIAO JH,

2023). Apos a reticulacdo encontramos ligacdes cruzadas do tipo dissulfeto de
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cistina-cisteina, ligagcbes cruzadas de transglutaminase, ligacdes cruzadas
relacionadas a produtos de extremidade de glicacdo avancada e ligacdes cruzadas
criadas através da via da lisil oxidase que sao redutiveis e maduras (SINGH; RAI; K
AGRAWAL, 2023).

O tecido subcutaneo (ou hipoderme), é a camada mais interna da pele, sua
espessura varia de acordo com a regido do corpo. Essa camada € a unido da pele
ao paniculo adiposo ou fascias musculares subjacentes (AARESTRUP, 2012).
Composta principalmente de tecido adiposo de modo a fornecer isolamento térmico,
armazenar energia, absorver choques e minimizar o atrito com o tecido muscular
vizinho devido sua estrutura frouxa de tecido conjuntivo. O tecido adiposo apresenta
adipdcitos no qual formam aglomerados chamados I6bulos, cercados por uma rede
fibro-coldgena e separados por septos de tecido conectivo fibroso que contém nervos
conectivos, vasos linfaticos e rica rede microvascular de onde provém a oxigenacao
e nutrientes. A espessura dessa camada varia entre as pessoas devido as condi¢cdes
de baixas temperaturas, reservatorio de energia, protecdo dos tecidos mais
profundos de trauma e atua como um 6rgao enddcrino na sintese de estrona e leptina
(NYSTROM; BRUCKNER-TUDERMAN, 2019).

Desse modo, percebe-se que cada camada da pele cumpre uma determinada
funcdo: a superficie queratinizada da epiderme aumenta a resisténcia, a derme
fornece propriedades de suporte de carga, e o tecido subcutaneo fornece absorcéo
de choque (CASTANO et al., 2018).

2.1.1 Lesodes na Pele

A pele por funcionar como uma barreira de protecdo esta exposta a diferentes
injarias, como: agentes quimicos, agentes fisicos, queimaduras, raios UV e
neoplasias. Quando ocorre uma leséo na pele (ruptura da anatomia normal do tecido)
0 processo de reparo pode ser classificado como aguda ou crbnica. As lesdes
agudas sao aquelas oriundas de arranhdes superficiais ou lesbes profundas com
completa cicatrizacdo de no minimo 3 semanas ou nenhuma formacao de cicatriz.
As lesdes classificadas como crénicas séo caracterizadas pela néo cicatrizagéo de
no minimo 3 meses, exemplo dessas sédo as Ulceras (PATRULEA et al., 2015).

Apesar de sua capacidade inata de reparo, em casos de patologias sistémicas como
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diabetes, alteracdes cardiovasculares e idade, podem ter como consequéncia feridas
cronicas (lesdo que demora mais de 12 semanas para cicatrizar) (BOUWSTRA et
al., 2023). Baseado na origem, espessura e complexidade da lesdo, o processo de
cicatrizacdo pode apresentar diferentes consequéncias. As lesdes podem ser
classificadas em razédo de diferentes fatores, como esquematizado na tabela a
sequir.

Tabela 1 - Classificacdo das lesdes de acordo espessura, complexidade, idade e origem. Imagem
adaptada (PATRULEA et al., 2015).

Classificacéo das Les8es

Superficial Perda apenas da epiderme
Espessgra da Parcial Perda da epiderme e derme
Leséo
Total Perda da derme, hipoderme e em alguns casos 0Sso
Complexidade Simples Afeta apenas 1 6rgéo e tecido
daLesao Combinada Afeta multiplos 6rgaos e tecido
Idade da Nova Menor que 8 h de tempo de injdria
Lesdo Velha Maior que 8 h de tempo de injuria
Superficial Quebra na superficie da pele
Inciso Resultado de intervencao cirargica
Esmagamento Resultado de um golpe forte com uma ferramenta de corte
Ongerp da Lacerado Frag_mentos de tecido arrancados com um objeto
Lesdo pontiagudo
Facada Feito com uma ferramenta pontiaguda ou arma

Golpe Fisico  Lesdo tecidual sob a superficie da pele

Ulceras diabéticas, Ulceras por pressao, Glceras venosas,

Secundaria
etc.

Algumas substancias quimicas podem causar lesdes temporarias ou
permanentes na pele, dessa forma orientagbes séo desenvolvidas para avalia-las.
Essas lesbes podem ser classificadas como a irritagdo ou corrosdo. A irritacdo é
menos preocupante visto que é definida como uma inflamacdo superficial, com

danos reversiveis na pele (ROONEY et al., 2021). O processo de irritacéo inicia-se
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com a penetracdo da substancia através do estrato corneo, inflamacdo dos
queratindcitos e outras células da pele, e, consequentemente, pode se observar
eritema e edema devido a dilatacdo e aumento permeabilidade das células
endoteliais (RIEBELING; LUCH; TRALAU, 2018; TOVAR; LEIKIN, 2015). A irritacao
pode ter como consequéncias a dermatite (inflamacdo na pele) o qual é
caracterizada por vermelhidao, calor, inchaco e dor, ou até mesmo bolhas, escamas
ou escaras. As dermatites causadas por irritacdo apds exposicao ao agente quimico
nao apresenta reac¢des imunes, ndo sendo necessario um sensibilizacdo (exposi¢do
prévia), e individuos expostos a mesma substancia manifesta reacdo semelhante
(NOVAK-BILIC et al., 2018).

A corrosdo da pele é um dano irreversivel apresentando uma lesdo dérmica
profunda, podendo levar a necrose da epiderme e na derme (Tovar & Leikin, 2015).
As substancias quimicas corrosivas sao capazes de penetrar no estrato corneo por
difusdo ou erosdo e séo citotoxicas para as células nas camadas subjacentes. A
classe de substancias corrosivas inclui: acidos e bases, bem como compostos
anidros. O contato com agentes acidos resulta em dessecacdo de proteinas,
produzindo necrose coagulativa, enquanto agente alcalinos ha penetracdo mais
profundamente, produzindo necrose liquefativa e causando saponificacdo do tecido
(TOVAR; LEIKIN, 2015b). Alguns produtos quimicos jA passaram por estudos de
validacéo e entéo foi criado um banco de dados para identificagdo de nao corrosivos
Versus corrosivos, o qual totalizou 60 produtos quimicos que abrangem uma ampla
gama de classes quimicas. Atualmente, ha diferente ensaios propostos pela OECD
(em inglés Organisation for Economic Co-operation and Development) que avaliam
os danos de substancias quimicas expostas modelos de pele in vitro de referéncia,
como: OECD TG 435, 442D, 442E,432,431 439 e 431 (RIEBELING; LUCH; TRALAU,
2018).

Lesdes por queimadura é um dos danos mais comum no mundo e pode ser
ocasionada em razao do calor, radiacéo, eletricidade ou produtos quimicos. Em caso
de queimadura ser superficial e parcial € assegurado pela migracao de queratindcitos
dos apéndices dérmicos da pele poucas horas apdés a lesdo. No entanto, em
queimaduras mais profundas, a cicatrizagdo comeca nas bordas para um
fechamento rapido da ferida. Quando comparado a outros tipos de lesdes, a
queimadura pode apresentar efeitos sistémicos devido a liberacdo de fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-6, 8 e 13). As alteragbes podem ser
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percebidas no funcionamento de pulmdes, rins, coracdo, figado, trato
gastrointestinal, medula dssea e orgaos linfoides. Quando as concentracdes destes
fatores s@o elevadas ha risco de infec¢des, sindrome de disfungdo de multiplos
orgaos e morte. Ademais, um desequilibrio imunolégico por ter como consequéncias
a sépsis (SHPICHKA et al., 2019).

A cicatrizacao de feridas um processo vital para a sobrevivéncia (RAMOS et
al., 2017). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as queimaduras, por exemplo,
sdo um problema global ja que é responsavel por 180.000 mortes anualmente (WHO,
2018). Alem disso, as nao fatais sdo uma das principais causas de morbidade,
incluindo hospitalizac&o prolongada devido a infeccdo e desfiguracdo. O fechamento
rapido do local da ferida por migracdo e proliferacdo de células epiteliais &
fundamental para restaurar a funcéo de barreira que é vital para a sobrevivéncia do
organismo. Com o0 avanco da engenharia de tecidos estamos cada vez mais
préximos estratégias terapéuticas ideais para regeneracao da pele, o qual seja capaz
de evitar a desidratacéo, resistir as forcas de cisalhamento, resistir a infeccéo, falta
antigenicidade, ser flexivel, baixo custo, duravel, adaptavel e evitar a formacao de
cicatrizes (SAHANA; REKHA, 2018b).

2.1.2 Cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo envolve a coordenacéo de eventos celulares e
moleculares de modo a reparar o tecido lesionado. A lesdo pode ser ocasionada por
danos fisicos ou quimicos, como calor, eletricidade, exposi¢cao quimica, traumas e
queimaduras, além de infeccbes, neoplasias e cirurgias. Apesar da pele estar
exposta a diferentes danos, esta possui um processo reparador sofisticados que lhe
permite curar de forma eficiente o dano provocado. O processo inicia-se com
contencéo do extravasamento de fluidos através das plaquetas e as fibrinas, seguida
pelo recrutamento de células inflamatérias com objetivo de eliminar células
danificadas e os patdgenos, e ao final iniciasse a fase para cobrir e preencher a
ferida até o tecido ser reparado completamente. Basicamente podemos distinguir o
processo de cicatrizagdo em condi¢cdes normais em quatro fases: hemostasia,
inflamacéo, proliferacédo e remodelacdo (GUILLAMAT-PRATS, 2021) (Figura 3). A
prolongacao da fase de inflamacéo tem consequéncia negativas no processo de
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cicatrizacdo, resultando em uma ferida que nao fecha, aumentando as chances de
infeccdo, bem como queloides e fibroses em razdo da excessiva secrecao de MEC
e citocinas pro-fibréticas. Dessa forma, estratégias para que uma cicatriza¢ao ocorra
normalmente em tecido um lesionado s&o pensadas para que principalmente
pacientes diabéticos e/ou com problemas cardiovasculares ndo apresente
complicacbes durante a cicatrizacdo das lesdes. A pele pode responder a agentes
infecciosos e nédo infecciosos por meio de mecanismos de imunidade inata e
adaptativa (FERNANDES et al., 2023).

Hemostasia Inflamagao Proliferacao Remodelacdo
Cabelo
{ Y Célula-tronco

—>
- B - . : :
- /< -
e
: Coagulo Macr.éfago Fibroblasto Queratinécitos Fibroblasto Pele Réparada
Vasos adjacentes e Miofibroblasto

sanguineos

Figura 3 - Fases do processo de cicatrizacdo de feridas. Hemostasia: a ativacdo da fibrina,
responsavel pela formagéo do coagulo. Inflamagé&o: células danificadas séo fagocitadas e fatores séo
liberados para promover migracdo e proliferacdo celular. Proliferacéo: células como fibroblastos,
miofibroblastos e células-tronco da pele atingem o local da ferida e formam uma matriz extracelular
proviséria. Remodelacdo: as fibras de colageno s&o realinhadas e os residuos sdo removidos.
Imagem adaptada de (SIERRA-SANCHEZ et al., 2021).

A hemostasia inicia-se com a formacdo de coagulo, o qual evita novos
sangramentos, através de plaguetas que se aderem a constituintes da MEC e libera
conteuidos granulares. Assim, o coagulo proporciona que queratinécitos migrem para
a regido e ocorra também a infiltracdo de células imunes, dando inicio a segunda
fase. Afim de prevenir infecgbes, na fase de inflamagdo encontramos neutrofilos,
macrofagos, linfocitos, e mediadores pro-inflamatério (TNFa, IL-6, IL-12, IL-1B) na
regido da ferida. Os macréfagos sao os principais responsaveis pela mudanca para
a fase reparacdo, visto que os macréfagos M1 auxilia na inflamagédo apos leséo
cutanea através de mediadores pro-inflamatério enquanto os macréfagos M2
induzidos por IL-4, IL-10 e IL-13 causam efeitos anti-inflamatorios. Acreditasse que
essa transicdo € atravées da via p38/MKP-1 que ativa e regula a producdo de

citocinas inflamatorias e ao mesmo tempo induz a via microRNA-21 que ativa a
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proteina quinase B (AKT), resultando na transicdo do fenotipo macréfago para M2
(FERNANDES et al., 2023). Além das citocinas anti-inflamatorias, simultaneamente,
os macrofagos M2 liberam fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e fator de crescimento transformador
(TGF)-B, e entdo avanca para a terceira fase (LOO et al., 2022).

A fase proliferativa compreende na expansdo de fibroblasto (secrecdo da
MEC, principalmente colageno tipo Ill), queratindcitos (restauracdo da barreira) e
células do endotélio (angiogénese). Os fibroblastos nessa fase comecam a
expressar actina a-SM e tornam-se miofibroblasto, o qual sintetizam e depositam
componentes da MEC, além da contracdo e maturacao do tecido. Por fim, h& fase
remodelacdo o qual compreende na restauracdo da arquitetura normal da pele e
maturacdo do colageno para tipo |, o mais dominante na pele (MATHEW-STEINER,;
ROY; SEN, 2021). Os macrofagos secretam MMPs para remodelar a MEC e evitar
0 excesso de colageno (FERNANDES et al., 2023). Ademais, outra célula importante
durante este processo é a célula-tronco, apesar de estar em uma menor quantidade
nos tecidos, se diferencia em queratinécito e fibroblasto antes da fase proliferativa
(BELLU et al., 2021).

2.2 Engenharia Tecidual

A engenharia de tecidos € um campo interdisciplinar aplicado aos principios
da engenharia e ciéncias da vida a fim de desenvolver alternativas as abordagens
convencionais para restaurar e reparar a funcdo do tecido (DELLAMBRA et al.,
2019). As estratégias de engenharia de tecidos, resumidamente, compreendem no
isolamento de células saudaveis do corpo, ou uso de ceélulas tronco, seguido pela
insercdo de substancias indutoras de tecidos como fatores de crescimento e a
exposicdo das células ao scaffold para a expansdo da mesma (Figura 4). Scaffold
(em portugués, andaime ou arcabouco) na engenharia de tecidos é a estrutura que
fornece o suporte fisico para estruturas mecanicas basicas. Os scaffolds deveréo
fornecer condi¢cdes adequadas (como oxigénio, nutrientes, transporte de residuos e
suporte mecéanico) para promover a ligacdo, migragéo, proliferacédo, diferenciagédo
celular durante o desenvolvimento do neotecido (MABROUK; BEHEREI; DAS,

2020). Dependendo da constituicAo alguns apresentam vantagens além do
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fornecimento da estrutura fisica, pois podem servir como o veiculo de entrega de
células e o transportador de fatores de crescimento. Os scaffolds inteligentes séao
conhecidos pela incorporagdo de moléculas bioativas, nanomateriais e modificagcdes
das propriedades fisicas e quimicas de modo a se tornarem eficazes na medicina
regenerativa (ZHANG et al., 2018). A principio o objetivo final do tecido construido
pela engenharia de tecidos pode ser a implantacdo no tecido do corpo, contudo
também pode ser aplicada: no desenvolvimento de sistemas especializados de
suporte a vida extracorporea contendo células (exemplo, figado e rim bioartificiais),
unidades de tecidos que podem ser usadas para triagem diagnéstica, testes de
drogas para eficacia e toxicologia, e estudos basicos sobre desenvolvimento e
morfogénese de tecidos (BERTHIAUME; MAGUIRE; YARMUSH, 2011).

Engenharia de

‘? %P Tecidos Sy
%"ﬂ'
Fatores de Crescimento

Scaffolds

Figura 4 - Componentes e conceito fundamental de engenharia de tecidos. Imagem adaptada de
(SCARRITT; MURDOCK; BADYLAK, 2019; SULTANA, 2018).

Os tecidos vivos sdo essencialmente materiais projetados pela propria
natureza para ter uma estrutura especifica que influéncia as propriedades das
células e conduz todos os eventos bioldgicos. Dessa forma, a engenharia de tecidos
busca conhecimento nas propriedades, estruturas e funcionamentos dos tecidos
projetados naturalmente na tentativa de replicar a estrutura de materiais para
recapitular uma resposta celular predeterminada — biomimética. Os scaffolds podem
ser constituidos de materiais naturais como fibrina, colageno, acido hialurénico,

seda, gelatina, alginato e quitosana; quanto por materiais sintéticos, como metais,
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vidros bioativos e polietilenoglicol; ou pela combinacdo de ambos (SAJI JOSEPH,;
TEBOGO MALINDISA; NTWASA, 2019). A vantagem pela escolha por materiais
derivado de tecido animal, é que esses contém componentes bioguimicos similares
ao tecido nativo no qual as células serdo cultivadas. Em contrapartida, a sintese de
scaffold contendo matérias sintéticos é desafiador visto que € necessario o controle
da bioatividade celular, propriedades bioquimicas, elasticidade e porosidade
(DUVAL et al., 2017).

Os scaffolds além de apresentarem diferentes constituicdes, podem
apresentar diferentes morfologias estruturais (YU; ZHANG; GUO, 2022). Assim, este
pode assumir formato de filme, membrana, esponja, hidrogel ou uma matriz
descelularizada (Figura 5). As dimensdes entre eles propicia para célula diferentes
estimulos, no caso de hidrogel, esponja ou matrizes as células recebem estimulos
na regido basal, lateral e apical, enquanto que em filmes e membranas os estimulos
estdo presentes nas regides basais e laterais. Os scaffolds classificados como 2D
sdo geralmente conhecidos pela boa permeabilidade ao oxigénio, resisténcia a agua,
propriedades mecanicas resistentes, facil observacao celular e métodos de producéo
simples. Em scaffolds 3D s&o vantajoso em razéo de absorver grande quantidade de
liquido, manter o ambiente Umido e atuar como transportadores de substancias
bioativas e células (BAl et al., 2019; CHAUDHARI et al., 2016).

Scaffold 2D Scaffold 3D

Figura 5 - Exemplificac@o das diferentes morfologias estruturais que os scaffolds podem apresentar.
Como exemplo de scaffolds 2D ha as membranas, filmes, materiais fibrosos ou sélidos; e em scaffolds
3D encontra-se estruturas de macro a micro poros, bem como os hidrogéis que tem maior teor de
agua em sua constituicdo. Imagem ilustrativas provenientes do Biorender.
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A principio acreditava-se que os scaffolds funcionavam apenas como suporte
fisico para as células, contudo este pode ser combinado com materiais especificos
para direcionar o comportamento das células nessas estruturas com o propésito de
auxiliar a adesdo, proliferacdo ou diferenciacdo. Os materiais biomiméticos
apresentam propriedades similares as propriedades da matriz extracelular e tém sido
usados largamente dado que alcancam vantagens além do fornecimento da
estrutura fisica (GUIMARAES et al., 2020). Tais materiais sdo interessantes pois
podem induzir a recuperacao do tecido e podem ser utilizados para o transporte de
biomoléculas, como fatores de crescimento que facilitam o crescimento das células
(ZHU, YANG; WAGNER, 2019). Dependem do tecido pretendido varios parametros,
como biocompatibilidade, porosidade, pH, carga superficial, biodegradabilidade,
caracteristicas mecanicas e bioatividade influenciam a escolha de seus constituintes
e o comportamento celular (Maheshwari et al. 2019).

A célula ao ser aplicada a uma superficie biocompativel necessita do auxilio
das integrinas (proteina transmembrana) para fornecerem sinalizacdo e mediar a
adesdo celular. As forcas mecanicas transmitidas através das integrinas podem fazer
com que uma proteina sensora associada ao citoplasma mude suas atividades de
conformacao e ter influéncia no nucleo e forma da célula (BAKER; CHEN, 2012). No
processo de transmissao de forga para o citoesqueleto, as integrinas desempenham
um papel importante na mecanotransducéo através de proteinas de adeséo focal
conectando os dominios de integrina aos filamentos de actina para formar o
complexo de adesdo. Assim, caracteristicas como hidrofilicidade, rugosidade,
porosidade e carga superficial influenciam na mecéanica celular diante ao scaffold,
visto que caracteristicas externas podem ser percebidas e gerar uma resposta pelas
células (MAHESHWARI et al., 2019). Os microtubulos e os filamentos de actina,
mostram-se resistentes as forcas compressivas, enquanto os filamentos
intermediarios sdo capazes de suportar cargas tridimensionais. Além disso, ambos
tém uma estrutura molecular polarizada que permite atuarem como motores
moleculares levando a um nivel adicional de complexidade mecéanica. Ja os
filamentos de actina, que determinam a forma celular e, conseqguentemente,
direcionam eventos que variam da motilidade ao crescimento e diferenciacdo, séo
frequentemente complexados com miosina para formar uma estrutura contratil
denominada "actomiosina”, também conhecida como fibras de estresse. A mecanica

celular é ditada por uma malha de actomiosina conhecida como cértex, uma estrutura
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mecanicamente rigida e altamente plastica imediatamente abaixo da membrana
celular. A tenséo gerada pela ativacdo no cértex celular é responsavel pela forma e
integridade da célula, no qual pode se propagar através das juncdes célula-célula e
célula-matriz extracelular, sendo fundamental para a arquitetura e fungéo dos tecidos
vivos (MAHESHWARI et al., 2019; SULTANA, 2018).

As células exibem comportamentos diversos em uma ampla variedade de
topografias. A topografia da superficie influéncia no alinhamento celular, polarizacao,
alongamento, migracgao, proliferacéo e expresséo génica. Scaffolds que apresentam
superficies super-hidrofébicas, por exemplo, sdo produzidas de modo a restringir a
adsorcdo de proteinas e adesado celular (GHASEMI-MOBARAKEH, 2015). As
estruturas porosas no scaffold facilitam a difusdo de moléculas dentro da estrutura
proporcionando uma maior conectividade, assim como a libera¢éo de moléculas para
o exterior da estrutura. Contudo, um alto grau de porosidade pode ndo ser vantajoso
devido a observacdo da diminuicdo das taxas de degradacdo de alguns scaffold
poliméricos, o que retardaria a entrega acelerada devido aos efeitos da degradacao
(YAO; BAKER; MORONI, 2020). As diferentes caracteristicas que influenciam o
ambiente que as células estdo inseridas estéo representadas a seguir na Figura 6.

Em um tecido nativo, encontramos estruturas na MEC com tamanho
nanométrico entre 50 a 500 nm. Assim, a engenheira de tecidos tendo como objetivo
mimetizar tecidos nativos vém se integrando a nanotecnologia, area que trabalha
com materiais com pelo menos uma de suas dimensfes em escalas nanométricas
(= 100 nm). As estruturas em nanoescalas encontradas nos scaffolds sao fatores
importantes que podem influenciar no crescimento celular, ja que as células podem
perceber variacbes de alguns nandémetros na topografia da superficie e responder
ativamente a essa nanotopografia (ZHU, YANG; WAGNER, 2019). Essa resposta
deve-se ao aumento da area de contato do substrato, o qual com a disponibilidade
de contatos ha uma maior densidade de receptores de superficie ancorados em
relacédo ao volume celular (YANG, YONG et al., 2017). A migracéo pode ser afetada,
ja que nessa condicao se reduz a area aparente da superficie que as células podem
se prender, logo hd uma restricdo das aderéncias focais, enfraquecendo a adeséo
celular e facilitando o deslocamento das células (FREY et al.,, 2006). Logo, a
incorporacao dos materiais em nanoescala séo relevantes para os scaffolds (YANG,
YONG et al., 2017).
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Materiais Bioativos para
Indugao da Regeneragao
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Porosidade
Degradacio Integrina
IRy
S
Propriedades Mecanicas e Composigao Quimica Estrutura Porosa
Mole Rigido @__.‘
ot ve S o
’ \ /*

Caracteristica da Superficie v '4

(hidrofilicidade, rugosidade, funcionalizagao)

L,

Proliferagdo e

Migragao Celular
Estrutura
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(GAHARWAR; SINGH; KHADEMHOSSEINI, 2020)
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Estratégias que adotam o emprego de nanoestruturas na engenharia de
tecidos vém se destacando. Na regeneracdo Ossea, por exemplo, um estudo
demostra que a presenca de 10% de nanoparticulas de quitosana em um hidrogel
melhorou as propriedades mecanicas do biomaterial composto e promoveu nova
formacdo 6ssea em animais (CAO et al., 2014; ZHU, LISHA; LUO; LIU, 2020). A
sintese de uma nano-rede de bio-carbono apresentou ser proliferativa para
fibroblastos de camundongo (NIH-3T3). Scaffold contendo glicosaminoglicano
mineralizado nanoparticulado osteogénico (MC-GAG) e um fator de crescimento
duplamente condrogénico e osteogénico (BMP-9) foram usados na diferenciacéo de
células-tronco mesenquimais humanas primarias e mostrou-se ser capaz na
diferenciacdo condrocitica e osteogénica (Ren et al. 2016). A combinacdo de
membranas nanofibrosas de poli (4cido lactico) modificadas por superficie com prata
e nanofibrilas de celulose em um scaffold a fim de induzir a proliferacdo de células
epiteliais oculares de coelho e com aplicacdo antimicrobiana demonstrou ser uma
possivel bandagem para a ferida e pode se tornar um tecido ocular artificial ideal
para cicatrizagao de feridas (REN et al., 2016).

Estratégias de reparo da pele pela engenharia tecidual tem sido a sintese de
scaffolds com biomateriais para fabricarem tecidos biomiméticos a pele que
promovam a viabilidade de células da pele e/ou que apresentem caracteristicas que
auxiliam o processo de cicatrizacdo. Os filmes por exemplo apresentam espessura
fina e s@o maleaveis. Além da facilidade no manuseio, s&o comumente permeaveis
ao oxigénio e ao vapor de humidade e impermeaveis a bactérias (LIANG et al., 2022),

desse modo tém potencial para serem aplicados como curativo bioativos.

2.2.1 Terapias Reparativas da Pele

A medicina regenerativa através de biotecnologias como a engenharia de
tecidos, terapias celulares, dispositivos médicos (oxigenoterapia hiperbarica, terapia
de presséo negativa, eletroterapia e ultrassom) e érgéos artificiais, busca substituir
e tratar tecidos e 6rgaos danificados por doencgas, traumas, processo alérgicos ou
malformacdes congénitas, bem como aprimorar o processo de cicatrizacao afim de
restaurar a estrutura e fungéo do tecido rapidamente (KAMOLZ et al., 2022). Esses

avancos contribuem para a sobrevivéncia e qualidade de vida daqueles que foram
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acometidos por queimaduras, traumas, neoplasias, entre outros. A pele é um tecido
elastico e macio, susceptivel a lesdes e apresenta mecanismo de reparo de estrutura
e funcionamento, mas ha necessidade de cuidados com as lesdes para evitar
infeccéo, dessecacéo, dor, protecao e rapidez na cicatrizacéo (YU; ZHANG; GUO,
2022). Lesodes dificeis de cicatrizar necessitam auxilio de novas tecnologias para o
tratamento. As lesBes podem ser provocadas de diferentes formas e apresentar
diferentes caracteristica e essas questdes influenciam na maneira de tratar.

Os curativos tradicionais (gazes, bandagens e algodao) n&o exercem efeito
ativo na cicatrizacao de feridas e algumas vezes dificultam o processo, em razéo de
aderirem ao tecido, tendo como consequéncias desidratacdo e uma segunda lesao.
Atualmente, curativos contendo biomateriais com propriedades bioativas atuam na
lesdo auxiliando o processo de cicatrizacdo, como: gerenciamento de exsudato e
protecdo contra patdgenos, capacidade antibacteriana, propriedade antioxidante,
capacidade de auto cicatrizacdo, adesividade e propriedades mecanicas (YU;
ZHANG; GUO, 2022).

No tratamento de lesGes extensas na pele, alguma das técnicas utilizadas séo
os enxertos (podendo ser autélogo, alogénico ou xenogenético), contudo apresenta
limitagcdes quando sdo casos de queimaduras extensas pelo corpo e assim as areas
doadoras sao reduzidas (KAMOLZ et al., 2022). Outras alternativas comercializadas
sdo matrizes dérmicas que podem ser combinadas com enxertos (autélogo ou
alogénico) de pele e assim auxiliar na reconstrugéo da pele, no entanto apresenta
maior eficiéncia em casos de ferida profunda. Alguns desses exemplos de matrizes
ja comercializadas sao: Matriderm® (MedSkin Solutions Dr. Suwelack AG,
Alemanha) e Integra® (Integra Life Sciences, Alemanha), PolyNovo® (Polynovo
Limited, Australia) (KAMOLZ et al., 2022).

A medicina regenerativa pode explorar outras técnicas da engenharia de
tecidos: ex-vivo ou in situ. Na ex-vivo, scaffolds sdo associados a células e
biomoléculas fora do corpo de modo a obter um tecido biomimético para
posteriormente ser implantado. No entanto, demonstrar limitacdes como morbidade
do tecido doador e grandes quantidades de células. O cultivo dessas células serem
cultivadas in vitro sem as condi¢des nativas do tecido de origem acarretaria na perda
do fendtipo celular. Logo, o método in situ € uma alternativa interessante ao método
anterior, visto que aposta no potencial regenerativo inato do corpo utilizando

scaffolds sem células reduzindo o obstaculo regulatério. Outra vantagem é a vida
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atil, os scaffolds carregados com células apresentam uma vida util inferior ao scaffold
da abordabem in situ. O uso de scaffolds constituido de biomaterias com
propriedades fisico-quimicas notaveis estimularam a adesdo, proliferacdo e
migracgéo celular (GAHARWAR; SINGH; KHADEMHOSSEINI, 2020).

Os scaffolds séo promissores visto que fornecem a estrutura fisico-quimica e
mecanica para a formacdo de MEC in vitro, sendo lentamente degradadas,
reabsorvidas ou metabolizadas ap6s a implantacdo. Além de conter caracteristicas
bioativas (rugosidade, hidrofilica, porosidade, carga superficial e propriedades
mecanicas que promova sinalizacdo para as células) que facilta a
interconectividades das estruturas, infiltracdo celular, proliferacdo e migracéo
(GAHARWAR; SINGH; KHADEMHOSSEINI, 2020). Os substitutos de pele artificial
atuais propostos pela engenharia de tecidos sdo compostos principalmente de
queratindcitos e/ou fibroblastos, no entanto carecem de componentes funcionais,
como nervos, estruturas anexiais e células pigmentares (KAMOLZ et al., 2022).
Dessa forma, a engenharia de tecidos tem investido no desenvolvimento de scaffolds
com excelentes funcbes biolégicas e curativos a base de biomaterias que
apresentam propriedades ativas no processo de cicatrizacdo para aplicacdo na

medicina regenerativa.

2.2.2. Biomateriais

Os biomateriais, conforme Bergmann e Stumpf (2013), podem ser uma
substancia ou uma combinacédo desta, com origem sintética ou natural utilizada para
aumentar ou substituir parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do
corpo por um periodo para melhorar a qualidade de vida do individuo. Dessa forma,
a escolha pelo material a ser usado na engenharia tecidual deve atender as
necessidades do tecido pretendido concomitantemente com as propriedades fisicas
e quimicas do material, tais como: topografia da superficie, arquitetura, carga,
energia livre e grupos funcionais (RAHMATI et al., 2018). Os biomaterias poliméricos
sao geralmente os mais usados em aplicacdes biomédicas e de engenharia de tecido
porque imitam a MEC oferecendo um microambiente biomimético; podem ser

altamente biocompativeis e citofilicos na promoc¢éo de resposta celular positiva como
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na adesédo e proliferacdo celular; e mantém o gendétipo e fendtipo da célula alvo
(RAMOS et al., 2017).

Os biomateriais séo classificados em 3 categorias considerando a interacao
do tecido/6rgéo, sao eles: biotolerantes, bioativos e o bioinertes. Quando um material
€ implantado em um tecido, caso este seja separado do tecido por uma camada de
tecido fibroso, este é considerado biotolerante, e em outra situacdo quando ndo ha
uma reacao quimica com o tecido, e a liberagdo de componentes para a formacéo
de um invélucro fibroso é minima, o material € denominado de bioinerte. Entretanto,
qgquando o material realiza rea¢Bes quimicas com o tecido se integrando a ele, o
material é considerado bioativo (DOS SANTOS; BRANDALISE; SAVARIS, 2017,
RAHMATI et al., 2018). Geralmente os materiais bioativos séo vidros a base de
fosfato de célcio, hidroxiapatita, compostos de fosfato de calcio polimeros naturais e
vitroceramicas. Os biotolerantes comumente sdo materiais poliméricos sintéticos e a
maioria dos metais. Os bioinertes sdo alumina, zirconia, titdnio e ligas de carbono
(DOS SANTOS; BRANDALISE; SAVARIS, 2017).

Entre os biomateriais existentes ha o0s metais, ceramica, polimeros e
biocompoésitos (uma combinacdo de diferentes materiais, como ceramica e
polimeros). De acordo com a literatura, 0os metais e ceramicas sdo conhecidos por
apresentarem alta rigidez e resisténcia, enquanto, os poliméricos sdo conhecidos
pela baixa rigidez e densidade (RAMOS et al., 2017). No entanto, a maioria dos
tecidos humanos possui valores de rigidez abaixo (em gigapascal) fazendo com que
0s polimeros sejam requisitados para compor scaffold substitutos de tecidos moles
(ZHU, YANG; WAGNER, 2019). Os polimeros apresentam vantagens aos demais
em razao de oferecerem flexibilidade para adaptacéo de suas propriedades quimicas
e fisicas de superficie, é possivel controlar com precisao as propriedades em massa
dos polimeros, como porosidade, biodegradacdo e propriedades mecéanicas
(RAHMATI et al., 2018).

Polimeros naturais (biopolimeros) sao interessantes por possuirem
caracteristicas como biocompatibilidade, atividade biolégica hidrofilica (RAMOS et
al., 2017), se assemelham a componentes encontrados na MEC nativa, de modo que
eles possam ajudar as células a se ligarem aos receptores da superficie celular e
fornece um ambiente fisico para controlar a fungéo celular em comparacdo com
materiais sintéticos. Alguns dos polimeros naturais bastante usados em scaffolds

sdo colagenos, quitosana, fibrinogénio, acido hialurénico, glicosaminoglicanos



41

(GAGS), celulose e fibroina da seda. Apesar de apresentarem baixa resisténcia
mecanica e rapida taxa de degradacdo, a combinacdo com outras substancias
podem superar essas limitacbes (TRAN; HAMID; CHEONG, 2018). Os polimeros
sintéticos sdo uma das opc¢des para superar as limitagdes presentes nos polimeros
naturais. Alguns dos polimeros sintéticos geralmente usados sado: poliglicélido
(PGA), polilactido (PLA), poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm), polietilenoglicol
(PEG), policaprolactona (PCL), poliuretano (PU). Na Tabela 2, nota-se as vantagens
e desvantagens de ambos os polimeros.

As limitacdes presentes em biomateriais contendo apenas polimeros naturais
pode ser superada com a adi¢cdo de outras substancias de modo a modificar as
caracteristicas fisico-quimicas da superficie. As modificacdes fisico-quimicas séo
realizadas através de reacdes quimicas (como oxidacgéo, reducao, acetilagdo) e/ou
polimento mecanico. (DOS SANTOS; BRANDALISE; SAVARIS, 2017). A adicdo de
nanomateriais € uma opc¢ao para se aprimorar as caracteristicas dos scaffolds, ja
que estes apresentam propriedades fisico-quimica diferentes dos materiais em
escala macro e micro, funcionalidades biologicas distintas e ha MEC dos tecidos
humanos sdo encontradas estruturas em escala nano, que sédo fundamentais para

funcionalidade do tecido

Tabela 2 - As vantagens e desvantagens dos polimeros naturais e sintéticos (SULTANA, 2018).

Polimeros Naturais Polimeros Sintéticos

N&o sédo citotoxicos, apresentam locais  Apresentam baixo custo na sintese,
de ligacao de proteinas e sinais tém grande homogeneidade e

Vantagens bioguimicos especificos, que possuem caracteristicas fisico-

desencadeiam interacdes moleculares  quimicas, mecéanicas e de degradacao

e celulares. reproduziveis.

Imunogenicidade, risco de
o Carece de elementos moleculares
contaminagdo que podem ter como » . i
o L especificos para interagdo com células
consequéncia uma rejeicdo i
Desvantagens ) o . . e proteinas, o que pode
imunoldgica, e a instabilidade pode
o ) eventualmente levar a respostas
prejudicar a biodegradacao e as _ ) o
) _ . inflamatorias e toxicidade.
propriedades biomecéanicas.

Os materiais em nanoescala compreendem em matérias contendo abaixo de

100 nm em uma ou mais dimensbes onde o aparecimento de fendmenos
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dependentes do tamanho geralmente permite novas aplicacdes. Esses apresentam
propriedades diferentes de atomos, moléculas e matérias a granel individuais, o qual
favorecem a criacdo de materiais, dispositivos e sistemas que exploram essas
propriedades diferenciais (ISSO/Ts 80004-1:2015). A combinagdo de um
biocomposito com um nanomaterial € denominado de nanobiocompdsito. Dessa
forma, a incorporacdo de nanomateriais melhora a capacidade do scaffold em
mimetizar estruturas semelhantes a dos tecidos (PIAIA; SALMORIA; HOTZA, 2018).

2.2.3 Quitosana

A quitina € um polissacarideo encontrado amplamente nos exoesqueletos de
artropodes, conchas de crustdceos e cuticulas de insetos, logo, € o segundo
biopolimero mais abundante na Terra, superado apenas pela celulose (YAN et al.,
2020). A quitina apresenta semelhancas a celulose, sao polissacarideos de cadeia
longa, contudo a quitina apresenta alto grau de agregacao e € insoluvel na maioria
dos solventes organicos, devido a ligacao hidrogénio inter e intra-molecular causada
pela presenca de ligacdo acetilamino e hidroxila. Contudo, a quitosana, originada da
desacetilacdo da quitina, é facilmente dissolvida em uma solucéo de acido diluido na
forma de um sal de aménio e possui funcionalidade de grupos amino, grupos
hidroxila primario e secundario para outras modificacdes quimicas (KIM et al., 2018).

A quitosana constitui em um polissacarideo linear composto por D-
glucosamina ligada por ligacdes glicosidicas B-(1 — 4) a N-acetil-D-glucosamina. As
ligacdes glicosidicas sdo um dos principais elementos estruturais dos exoesqueletos
de animais (ZARRINTAJ et al., 2023). A aplicacdo da quitosana na engenharia de
tecidos também se deve a semelhanca com os GAGs (polissacarideos lineares), que
sao um dos constituintes dos tecidos conjuntivos e apresenta unidades de N-acetil-
D-glucosamina em sua estrutura (Patrulea et al., 2015). Além disso, consta que a
quitosana apresenta outras caracteristicas essenciais para a aplicacdo na
engenharia de tecidos como biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, baixa
toxicidade, hidrofilica, e € um dos poucos polimeros naturais que possui grupo amino
(-NH2) em sua cadeia principal o qual aumenta a capacidade de absorcdo de agua,

ligacdo com biomoléculas com o DNA e proteina (ABDUL KHALIL et al., 2016) e
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ajuda na formacdo da MEC atraindo moléculas com carga negativa, como 0s
proteoglicanos (MADNI et al., 2021). O grupo hidroxila (-OH) atrai as moléculas com
carga positiva aumentando o numero de interagbes da molécula de quitosana. A
natureza policatibnica da quitosana em condi¢cbes acidas, propicia interacdes
eletrostaticas envolvendo polianions de tamanho pequeno, mas também
polieletrolitos. Dessa forma interage com moléculas carregadas negativamente,
como fosfatos, sulfatos e ions citratos durante os processos de reticulagéo.

A variacao da concentracdo e tamanho das espécies aniénicas, bem como o
namero de unidades de D-glucosamina verso as unidades de N-acetil-D-
glucosamina permite um ajuste fino no intumescimento dos scaffolds (CROISIER,;
JEROME, 2013). Os grupos funcionais presentes na estrutura da quitosana permite
que este seja modificado de modo a melhorar as propriedades mecéanicas e
biolégicas (MADNI et al., 2021).

A solubilidade da quitosana se modifica dependendo do pH e dos grupos de
amino e N-acetil livres. Em pH neutro ou béasico devido ao grupo amino livre a
quitosana nao é soluvel em 4gua, em contrapartida, em pH &cido a quitosana é
solivel em agua em razéo da protonacao dos grupos amino (ROY etal., 2017). Logo,
a quitosana € soluvel em acido acético, lactico, malico, férmico e succinico aquoso
diluido. Em pH inferior a 6 a quitosana é policatibnica e, consequentemente, interage
com moléculas carregadas negativamente, como as proteinas, polissacarideos
anibénicos (por exemplo, alginato e carragenina), acidos graxos, acidos biliares e
fosfolipidios (AHMED; IKRAM, 2016). A estrutura da quitosana esta representado na
Figura 7.
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Figura 7 - Imagem representativa da estrutura da quitosana, os grupos funcionais mencionados no
texto acima estéo circulado em azul.
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A biodegradabilidade é um fator fundamental para a producao de um scaffold
visto que a degradacdo do material do andaime € um processo muito importante na
remodelagdo do tecido. A lisozima, enzima encontrada em diferentes fluidos
corporais, desempenha um papel de lideranca na degradacédo in vivo, logo pode
estar presente na degradacdo da quitosana (AHMED; IKRAM, 2016). A taxa de
degradacdo € inversamente proporcional ao grau de cristalinidade, que é
grandemente influenciado no grau de desacetilacdo, desse modo, dependo do grau
de desacetilacdo na quitosana produzida esta pode se degradar facilmente (AHMED;
IKRAM, 2016; KIM et al., 2018).

A atividade antimicrobiana abrange as bactérias gram-positivos e gram-
negativos, além dos fungos. O mecanismo da acdo antimicrobiana mais aceitavel
inclui a presenca de grupos carregados positivamente na cadeia e suas interacoes
com a parede bacteriana carregada negativamente. Essa interacdo ibnica leva a
alteracdes na permeabilidade citoplasmética de bactérias, resultando em morte
celular. No entanto, a quitosana mostra sua atividade antibacteriana apenas em
circunstancias 4cidas, devido a sua baixa solubilidade acima de pH 6,5 (KIM et al.,
2018).

Na literatura encontramos diferentes aplicacdes promissoras da quitosana
como na area biomédica, sendo considerado um material inovador em sistemas de
administracdo de medicamentos, pode atuar na cicatrizacdo de feridas, agente
antibacteriano, ligante de gordura, agente hemostatico, e ter efeito
hipocolesterolémico (CABUK; ALAN; UNAL, 2017; KIM et al., 2018; RABEA et al.,
2003). O emprego de quitosana em scaffolds para o tratamento de feridas na pele
tém se mostrado promissor. No mercado o encontramos na constituicdo de curativos
como o HemCon®, Chitoseal® (AHMED; IKRAM, 2015), HidroKi®, Axiostat®,
Chitopack®, Tegasorb® e KytoCel® (KIM et al., 2018). De acordo com estudos, a
quitosana desempenha um papel essencial na coagulacédo do sangue, inflamacéo,
crescimento de tecidos e remodelacdo. A atividade hemostéatica esta relacionada
com o0s cations presentes na quitosana que podem se ligar ao plasma, células e
tecidos de hospedeiros que estejam carregados negativamente. A quitosana ligada
a glucosamina atrai os globulos vermelhos que, consequentemente, irdo formar
aglutinacées (SIMOES et al., 2018). Para a proliferacéo, a quitosana promove um

suporte de matriz ndo proteica para o reparo do tecido, além disto, com a
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despolimerizacdo gradual ocorrer liberagdo de N-acetil-B-D-glicosamina que
estimula a proliferacdo de fibroblastos, sintese de acido hialurénico, angiogénese e
deposicao ordenada de coldgeno no local da ferida (POGORIELOV et al., 2015).

O efeito da atividade anti-inflamatéria geralmente ocorre em casos de alta
massa molecular e a atividade pro-inflamatdria em casos com baixa massa molecular
(AHMED; IKRAM, 2016; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019; PATRULEA et al.,
2015). Efeitos anti-inflamatdrios estéo relacionados com a inibicdo da expresséo da
proteina prostaglandina E2 e ciclooxigenase-2, que por consequéncia atenua as
citocinas pro-inflamatorias (exemplo: fator de necrose tumoral-a e interleucina-13),
entretanto, aumenta a expressdo da citocina anti-inflamatodria interleucina-10
(CHANG et al., 2019). Dessa forma, como a quitosana exibe consideravel atividade
imunoestimuladora o seu emprego em dispositivos biomédicos pode fornecer um
desempenho significativo (SPINDOLA et al., 2009).

Em scaffolds utilizando apenas quitosana percebe-se uma estrutura
mecanicamente fraca e instavel (HU; WANG; WANG, 2016; WANG et al., 2020).
Assim, é necessario a incorporacdo de outros materiais de modo a superar tais
carateristicas. A adicdo de nanomateriais a matriz polimérica, formando um
nanobiocompdsito, € uma alternativa promissora, dado que esses materiais
apresentem caracteristicas notaveis e podem melhorar as propriedades especifica.
Devido as caracteristicas notaveis da quitosana, é aplicada na engenharia de tecidos
em diferentes formas, como: hidrogel, esponjas, microesferas, nanoparticulas e
filmes como transportadores de entrega de moléculas de interesse e regeneracéo de
tecidos. Ha evidéncias da quitosana envolvida no processo de cicatrizacdo nas
diferentes fases. Permitem a infiltracdo e migracdo de neutréfilos e macréfagos,
proporcionando uma lesdo limpa de agentes infecciosos, a formacéao de um tecido
fiboroso e reepitelizacdo. Em casos de cicatrizes hipertroficas, causadas pela
producdo excessiva de colageno na fase de remodelacdo, a quitosana € capaz de
diminuir a fiborose (PATRULEA et al., 2015).
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2.2.4 Nanofibra de Celulose

O polimero natural mais abundante é a celulose, visto que esta presente nas
paredes celulares das plantas (FONG; HOEMANN, 2018). Nas paredes celulares
das plantas, na estrutura da biomassa lignocelulésica, encontramos trés subdivides
de polimero: hemicelulose, lignina e celulose (Figura 8). A porcentagem de lignina,
hemicelulose e celulose depende das condi¢cdes de crescimento, fonte e processo
de cultivo da planta (SHARMA et al.,, 2019). A hemicelulose que é composta
principalmente por xilanos e glucomananos, mondmeros de pentose e hexose
ligados por cadeias curtas ou ramificadas. Essas estruturas fornecem as
propriedades antibacterianas, resisténcia e impermeabilidade a 4gua ou solvente a
parede celular da planta. Esta estdo aderidas as fibras de celulose através de
ligagdes de hidrogénio e interagdes de Van der Waal. A lignina serve como ligante
que fica entre e ao redor da celulose e hemicelulose. Por consistir em um polimero
amorfo reticulado, essa estrutura atua no fornecimento de rigidez, impermeabilidade

e resisténcia a compressao e deterioracado (MOKHENA; JOHN, 2019).

Substratos Células da Planta Parede Celular
Lignocelulésicos W
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e,

Figura 8 - Modelo esquemético de arranjo de celulose, hemicelulose e lignina em fontes
lignoceluldsicas (STRNAD, 2023).
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A celulose € a principal constituinte da biomassa lignocelulésica, consiste em
um polissacarideo linear com unidades repetidas de celobiose (dissacarideo D
glicose) ligadas pela ligacdo [B-1,4 e existem fortes ligagbes de hidrogénio
intramolecular ou intermolecular entre unidades adjuvantes de glicose na mesma
cadeia ou cadeia diferente através dos grupos hidroxila abertos presentes nas
unidades de mondémero de glicose. Essas ligacdes de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares (Figura 9) sdo em razdo do monémero da celobiose, denominada
unidade de anidroglucose que consiste em trés grupos hidroxila (PHANTHONG et
al., 2018).

A fibra de celulose é conhecida pelas excelentes propriedades fisicas e
mecanicas devido a presenca de grupos hidroxila e forte ligacéo de hidrogénio redes,
contudo, ha agregacao nas regifes altamente ordenadas (estrutura cristalina) e
regides desordenadas (estrutura amorfa). Nas regifes cristalinas, as moléculas da
cadeia sdo empacotadas, 0 que promove alta rigidez e resisténcia a celulose, em
contrapartida, as regides amorfas contribuem para a flexibilidade do material a granel
(PHANTHONG et al. 2018).

Figura 9 - Ligac6es de hidrogénio intermoleculares (----) e intramoleculares (----) na estrutura molecular
da celulose (STRNAD, 2023).

Algumas das caracteristicas que torna a celulose um biopolimero notavel séo
a baixa densidade, ndo abrasividade, combustibilidade, n&o toxicidade,
biodegradabilidade, menor custo de producdo do que outros polimeros sintéticos e
excelente propriedade de resisténcia e cheia da superficie reativa dos grupos
hidroxila, que pode ser funcionalizada com varias propriedades da superficie. Dessa
forma, esse biopolimero tem se destacado nas pesquisas como refor¢co para a

sintese de biocompdsitos. Assim como a celulose, no entanto, com algumas das
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dimensdes na escala manométrica (menos que 100 nm), vem se destacando a
nanocelulose. Devido ao aumento da area de superficie em relacdo ao volume e a
maior resisténcia e rigidez, este nanomaterial vem se ressaltando no campo da
nanotecnologia (PHANTHONG et al., 2018). Ademais, a celulose é relevante em
aplicacdes biomédicas em razao da sua baixa toxicidade (SHARMA et al., 2019).

A nanocelulose pode ser categorizada em trés tipos principais; celulose
nanocristalina, nanocelulose bacteriana e celulose nanofibrilada. Apesar de terem a
mesma composi¢ao quimica, as diferencas entres os tipo se encontra na morfologia,
tamanho de particula, cristalinidade e algumas propriedades devido a diferenca de
fontes e métodos de extracdo (PHANTHONG et al., 2018).

A celulose nanocristalina apresenta a forma de bastéo curto ou bigode com
2—-20 nm de didmetro e 100-500 nm de comprimento, geralmente € extraida das
fibrilas de celulose por hidrolise acida. Além disso, contém 100% da composicao
quimica da celulose, principalmente nas regides cristalinas (alta cristalinidade em
torno de 54 a 88%) (PHANTHONG et al., 2018).

A nanocelulose bacteriana € produzida a partir da acumulacdo de baixa
massa molecular de agUcares por bactérias, principalmente pelo Gluconacetobacter
xylinus por alguns dias até duas semanas (botton-up). Uma vantagem da
nanocelulose bacteriana esta sempre na forma pura sem outros componentes da
biomassa lignocelulésica, como lignina, hemicelulose, pectina e assim por diante. A
nanocelulose bacteriana possui as mesmas composicfes quimicas que outros dois
tipos de nanoceluloses e apresenta morfologia de fitas torcidas com diametros
médios de 20-100 nm e comprimentos de micrémetros com grande area de
superficie por unidade (PHANTHONG et al., 2018).

A celulose nanofibrilada apresenta morfologia longa, com 1-100 nm de
diametro e 500-2000 nm de comprimento, flexivel e emaranhada que pode ser
extraida das fibrilas de celulose por métodos mecéanicos (como ultra-sonicacéo e
homogeneizacao a alta presséo). Este tipo contém 100% da composi¢ao quimica da
celulose com as regides cristalina e amorfa. Quando comparamos esta com a
celulose nanocristalina, notamos que a nanofibrilada tem o comprimento mais longo,
com alta relacdo do comprimento para didmetro, alta area de superficie e grande
quantidade de grupos hidroxila, facilmente acessiveis para modificacdo da superficie
(PHANTHONG et al., 2018).
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Na area de engenharia tecidual a celulose em nano escala jA vem sendo
incorporada em scaffolds com diferentes aplicacdes. Destaca-se para o tratamento
de feridas devido suas propriedades de retencdo de umidade e feridas umidas séo
conhecidas por cicatrizar mais rapidamente devido ao fornecimento adequado de
fatores de crescimento e outras moléculas para os tecidos em cicatrizacdo e a
estrutura de celulose porosa imita a MEC da pele, auxiliando na regeneracao tecidual
(SAHANA; REKHA, 2018b). A celulose proveniente do algoddo mostrou-se ser
biocompativel com células foliculares dentarias humanas primarias (HE et al., 2015),
fibroblastos embrionarios de camundongo (HIVECHI; HAJIR BAHRAMI; SIEGEL,

2019), células embrionaria de rim humano (ZANETTE et al., 2019) e entre outras.
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3. HIPOTESE

O nanobiocompdsito de quitosana e NFC de algodao apresenta propriedades
fisico-quimicas e é citocompativel para fibroblastos e queratinécitos humanos

cultivados in vitro.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar as propriedades fisico-quimicase avaliar a citocompatibilidade do
nanobiocompdsito de quitosana e NFC de algodao em fibroblastos e queratindcitos

humanos cultivados in vitro.

4.2 Objetivo Especifico

e Analisar a composicdo quimica e homogeneidade do nanobiocompdsito de
quitosana com NFC;

e Avaliar a estabilidade, hidrofilicidade, rugosidade, propriedades mecanicas e
porosidade do nanobiocompdsito de quitosana com NFC;

e Examinar a morfologia e &rea celular de fibroblasto e queratindcitos cultivados
sobre o nanobiocompdsito de quitosana com NFC;

e Analisar a integridade da membrana de fibroblasto e queratindcitos cultivados
sobre o nanobiocompdsito de quitosana com NFC;

e Avaliar a atividade mitocondrial de fibroblasto e queratinécitos cultivados
sobre 0 nanobiocompaosito de quitosana com NFC;

e Investigar o nivel de oxidacdo-reducdo (REDOX) de fibroblasto e
gueratindcitos cultivados sobre o nanobiocompdésito de quitosana com NFC;

e Examinar a migracéo celular de fibroblasto e queratindcitos cultivados sobre
0 nanobiocompdésito de quitosana com NFC;

e Quantificar a producdo de colageno em fibroblastos cultivados sobre o

nanobiocompadsito de quitosana com NFC.
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5. METODOLOGIA

5.1 Producdo e caracterizacdo do nanobiocompdsito de quitosana com

nanofibra de celulose

5.1.1 Sintese do nanobiocompédsito de quitosana com nanofibra de

celulose

O filme de quitosana foi produzida a partir do método de Casting (evaporacéo
de solvente; Figura 10), dissolvendo 1% (p/v) de quitosana de baixo massa
molecular, com grau de desacetilacdo de 75-85% (Sigma) em solucéo de 1% (v/v)
de acido acético glacial sob constante agitagdo magnética moderada. Apés 24h de
agitacao, foi adicionado as NFC para a producédo do nanobiocompdsito de quitosana
e NFC, e em seguida foi sonicado em banhos de ultrassom por 20 min para a
dispersdo do nanomaterial. A solucéo foi transferida para as placas de polipropileno
e mantidas em estufa por 24h a 37 °C para evaporagao do solvente. Em uma das
placas havia o filme contendo apenas quitosana diluida. Em seguida, o filme e os
nanobiocompadsitos foram imersas em solucdo de NaOH 1M por 1h e lavados em
agua destilada. Os nanobiocompdésitos foram reticuladas pela técnica de gelificacao
ibnica em solucao de 1,3% (p/v) de tripolifosfato de sédio (TPP, Sigma) por 2h. O pH
da solucédo de reticulacdo foi ajustado para 5,4 com solucdo de HCI 1M.
Posteriormente, os filmes foram lavados em agua destilada e neutralizados em 1M
NaOH por 30 min e, entéo, lavados novamente em agua destilada e secos em estufa.

A NFC foi produzida no Laboratério de Nanotecnologia para o Agronegocio
(Embrapa Instrumentacédo, Séo Carlos, SP) através do método de hidrolise acida. Os
nanobiocompaositos foram testadas em 4 grupos, sendo eles: 10, 100 e 1.000 pg/mL
de NFC, além do filme com quitosana para os ensaios de caracterizagéo fisico-

quimica.
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5.1.2 Andlise por mapeamento RAMAN

Mapeamento RAMAN utiliza um sistema de microscopio RAMAN o qual
analisa numerosos espectros simultaneamente que mapeia pontos da superficie da
amostra, fornecendo uma correlacdo da distribuicdo dos picos espectrais com a
existéncia de compostos quimicos especificos na amostra. As imagens Raman do
filme de quitosana e nanobiocompdésitos de quitosana contendo 10, 100 e 1.000
pg/mL de NFC foram obtidas utilizando um equipamento Brucker SENTERRA
(Alemanha) acoplado ao microscopio. A imagem Raman foi adquirida através do
mapeamento de 25 pontos da amostra usando uma lente éptica de 50x, excitacéo a
laser a 785 nm, uma média de 10 co-adicbes e 50 segundos de exposi¢do, com

poténcia do laser de 100mW e espectral resolucdo de 4 cm™.

5.1.3 Analise do pH

De maneira a avaliar a mudanca do pH do nanobiocompdsito em meio de
cultivo, foi realizado o seguinte ensaio: 1 mL meio de cultura DMEM foi adicionado
em placas de petri contendo o filme de quitosana e os nanobiocompdsitos de

quitosana contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC, e mantida em incubadora
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umidificada com 5% de COz2, a 37°C, por 7 dias. Uma placa sem os biomateriais
contendo apenas o meio de cultivo foi testada como sendo o grupo controle. Apos
esse tempo, os meios foram coletados e a medicao do pH utilizando um medidor de
pH foi realizada na sequéncia. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.1.4 Ensaio de intumescéncia

De modo a avaliar a absor¢ao de dgua em meio aquoso, foi realizado o ensaio
de intumescéncia do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos de quitosana
contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC. Os biomateriais foram pesados secos
previamente (peso inicial), e em seguida colocados em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS 1X, pH 7) e mantidas em temperatura ambiente. Apés 2h, 4h, 6h,
1D, 3D e 7D o meio ndo absorvido foi retirado e a amostra molhada foi pesada
novamente (peso final) em balanca analitica (AB204-S, Mettler Toledo, EUA). Os
ensaios foram feitos em triplicata, repetidos trés vezes e os valores foram inseridos

na seguinte formula de acordo com o estudo de PUROHIT et al., 2019:

] peso final — peso inicial
Taxa de Intumescimento (%) = —— x 100
peso inicial

5.1.5 Ensaio de degradacgéo

A fim de avaliar a perda de peso quando em meio aquoso foi realizado o
ensaio de degradacdo do filme de quitosana e nanobiocompdsitos de quitosana
contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC. Os biomateriais foram pesados secos
(peso inicial) e em seguida foram expostos a PBS 1X (pH7). Apos 2h, 4h, 6h, 1D, 3D
e 7D, o filme e os nanobiocompdsitos foram retiradas do PBS, seco em estufa e
entdo pesada novamente (peso final) na balanca analitica (AB204-S, Mettler Toledo,
EUA). Os ensaios foram feitos em triplicata, repetidos trés vezes e os valores foram

inseridos na seguinte formula de acordo com o estudo de PUROHIT et al., 2019:

. peso inicial — peso final
Taxa de degradacao (%) = —— %X 100
peso inicial
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5.1.6 Avaliagdo do angulo de contato

A molhabilidade do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos de quitosana
contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC foi determinada pela medida do angulo de
contato por meio da captura de imagem por uma camera fotogréafica (Canon EOS,
Japao). Os biomateriais foram produzidos em placas de poliestireno tratadas, e em
razao do tratamento da placa ficaram fixos e esticadas, facilitando a deposicéo de
uma gota de agua destilada (50 uL). A borda da placa de petri foi retirada de modo
que a camera registre as gotas de frente, a camera ficou posicionada a 25 cm de
distancia. As imagens foram capturadas apés 10 seg e a medida do angulo de

contato foi feita utilizando o software ImageJ, NIH (www.imagej.nih.gov/ij)) a

ferramenta angulo para as medicdes. Ao final foram analisadas 10 gotas por grupo.

5.1.7 Analise da topografia por microscopia invertida 3D

De maneira a obter conhecimento da rugosidade da superficie do filme de
quitosana e dos nanobiocompdésitos de quitosana contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL
de NFC, as amostras foram sintetizadas em placas polietileno tratadas e em seguida
foram analisadas no microscépio invertido Primovert (Zeiss, Alemanha) com camera
(Axiocam ERc 5s) acoplado a um computador para as imagens serem capadas no
software da Zen 2.3 lite utilizando a ferramenta que gera imagens similares a uma

reconstrucao 3D.

5.1.8 Analise da nanotopografia por microscopia de for¢ga atdbmica (MFA)

Através do microscopio de forca atdmica (MFA) (Nanosurf easyScan 2 STM,
Suica) pode-se avaliar a nanotopografia do filme de quitosana e dos
nanobiocompositos de quitosana contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC. As
imagens topograficas (altura) foram digitalizadas no modo de toque. As amplitudes
de oscilacéo livre do cantilever foram tipicamente de 50 mV e o tamanho de
varredura da sonda do microscopio era de 3x3 uym. A rugosidade da superficie foi
caracterizada pelo MFA em termos de rugosidade média (Ra) usando o software


http://www.imagej.nih.gov/ij
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Gwyddion v2.32, disponivel gratuitamente na Internet e suportado pelo Instituto
Checo de Metrologia (CZECH REPUBLIC, 2019).

5.1.9 Analise das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos
de quitosana contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC foram investigadas conforme
a norma ASTM D 882-98 usando um texturometro TA.XT Plus (Stable Micro System,
Reino Unido). As dimensfes dos espécimes foram de 40 x 5 mm, 0s espécimes
foram colocados entre grampos de cabelo pneumaticos com a distancia entre os
grampos ajustada para 20 mm e a velocidade de tracdo foi ajustada para 0,8
mm/seg. Os testes foram realizados a 25°C. No minimo cinco medi¢6es foram
realizadas para cada amostra. A partir dessa analise, o médulo elastico (GPa) e a
deformacéo de ruptura do filme de quitosana e os nanobiocompdsitos de quitosana

e NFC foram conhecidos.

5.1.10 Analise da Porosidade

A porosidade do filme de quitosana e dos nanobiocompositos de quitosana
contendo 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC foi baseada na quantidade de solvente
absorvida por fragmento dos filmes em imersdo. Os filmes foram cortados na
dimensédo 2cm x 2cm e pesados (Ps) em balanca analitica (AB204-S, Mettler Toledo,
EUA) e em seguida foram imersos em etanos 95% por 1 h. Apos esse tempo, as
amostras foram pesadas Umidas (Pu) e sua espessura mensurado por um
paquimetro. Os dados coletados foram inseridos na seguinte formula, onde Detanol
€ a densidade do etanol (0,79 g/mL) e E é a espessura do nanobiocompdésito. Para
o céalculo da porosidade a formula utilizada foi de acordo com o estudo de ANDRADE;
et al., 2023:

Pu— Ps x 100
Detanol x E

P(%) =
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5.2 Avaliacdo da citocompatibilidade de fibroblastos e queratindcito
cultivados em nanobiocompdésitos de quitosana e nanofibra de
celulose.

5.2.1 Cultivo in vitro de fibroblastos e queratind6citos humanos no

nanobiocompdsitos de quitosana e nanofibra de celulose

As amostras de filme de quitosana e de nanobiocompdsitos foram esterilizadas em
luz UV por 30 min e posteriormente imersas em meio de cultivo contendo 2% de
antibiético penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL) e, entdo mantidas em
estufa incubadora (Thermo Fisher, EUA) em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO2 a 37°C por 24h. Apos o processo de esterilizagdo, as células cultivadas em
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) com 4,5 g/L de glicose, suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos contendo penicilina e
estreptomicina foram colocadas em contato com os biomateriais, separadamente.
Em seguida, foi mantida em estufa incubadora em atmosfera umidificada contendo
5% de CO2 a 37°C para os testes biolégicos. As células utilizadas foram linhagens
imortalizadas de queratinécito (HaCaT) e fibroblasto humano (CCD-1072Sk)
oriundas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). Para os ensaios biolégicos
foram selecionados o grupo controle (placa de polietileno), o filme de quitosana e os

nanobiocompadsitos de quitosana contendo 100 e 1.000 uyg/mL de NFC.

5.2.2 Morfologia e area celular

A morfologia celular foi observada utilizando-se um microscopio de luz
invertido (ICM 405, Zeiss, Alemanha) acoplado com camera AxionCam ERc5 para
visualizar e registrar as células cultivadas por 24 h e 48 h. Os queratinécitos (5x10*
células/poco) e fibroblastos (4x10% células/poco) foram semeadas em em placas de
24 pocos contendo o grupo controle (placa de polietileno), o filme de quitosana e os
nanobiocompadsitos de quitosana contendo 100 e 1.000 pg/mL de NFC. A partir das
imagens registradas foi possivel medir a area celular através do software
morfomeétrico ImageJ (Wayne Rasband). Esse ensaio foi realizado em triplicata com
trés repeticbes independentes, entdo o total de 100 células foi avaliado por grupo

entre as repeticoes.
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5.2.3 Ensaio de citometria de fluxo por marca¢cdo com lodeto de Propidio

Para avaliar a integridade da membrana foi utilizado o iodeto de propidio que
tem um alto peso molecular e ndo sédo susceptiveis em penetrar em células viaveis
e intercalar no DNA. Os queratinécitos (5x10* células/poco) e fibroblastos (4x104
células/poco) foram semeadas em uma placa de 24 pocos ja contendo os diferentes
tratamentos: controle, filme de quitosana e nanobiocompdsitos de quitosana
contendo 100 e 1.000 pug/mL de NFC. Apés 24 h e 48 h de exposicao para que a
aderéncia das células, os sobrenadantes referente a cada tratamento foi coletado e
as células tripsinizadas. As células foram coletadas por centrifugacdo a 1500 rpm
por 3 min. Entdo, as células colocadas em PBS 1x e coradas com PI (50 pg/ml)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As suspensdes de células foram lidas em um
citbmetro BD FACSCanto™ (Becton Dickinson, EUA). Foram realizadas em triplicata
com trés repeticbes independentes, contando 10.000 células por repeticdo. Os

dados foram analisados usando o software FlowJo™ (BD Biosciences, USA).

5.2.4 Ensaio de MTT

A atividade mitocondrial foi avaliada pelo ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazdlio-brometo; Sigma-Aldrich, EUA) que é convertido em Formazam
através da enzima succinato desidrogenase, encontrada em a membrana
mitocondrial (RAMPERSAD, 2012). O ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromide) (Sigma-Aldrich, USA) foi realizado semeando os
queratinécito  (8x10%  células/poco) e fibroblasto (4x10% células/poco),
separadamente, em placas de 96 pocos contendo o grupo controle, o filme de
quitosana e os nanobiocompdésitos de quitosana contendo 100 e 1.000 pug/mL de
NFC, por 24 e 48 h baseado na Norma ISO 9001. Apds esse tempo, o meio foi
descartado e em seguida as células foram incubadas com meio de cultivo contendo
MTT (Sigma Aldrich, EUA) a 10% (v/v), durante 4 h. ApGs esse tempo, 0 meio foi
retirado para adi¢do de Isopropanol-acido (0,04 M HCI) a fim de diluir o formazam

sintetizado para a leitura no espectofotometro (Varioskan Flash Multimode Reader,
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Thermo Fisher Scientific, EUA) a 570 nm. O ensaio foi realizado em quadruplicata e

trés repeticbes independentes.

5.2.5 Ensaio de Alamar Blue

O ensaio Alamar Blue é baseado no indicador de oxidacao-reducdo (REDOX)
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-onal0-6xido), que € um aceptor intermediario
de elétrons na cadeia de transporte de elétrons sem a interferéncia normal de
elétrons, formando resofurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) (RAMPERSAD, 2012).
Antes de semear as celular, foi realizado a privacéo de soro por 24 horas. De acordo
com a literatura, foi utilizado em queratinécito 0% de SFB e fibroblasto 0,5% de SFB
(GOISSIS et al., 2007; GOLPOUR et al., 2014; MANICONE et al., 2011). Apés esse
tempo, os queratinécitos (5x10* células/poco) e fibroblastos (4x10% células/poco)
foram semeados em placas de 24 pocos onde havia os biomateriais e cultivados in
vitro em meio de cultura celular DMEM suplementado com 10% de SFB em estufas
com 5% de CO:z a 37°C. As células foram expostas aos grupos controle (placa
poliestireno, 24 pocos) filme de quitosana e nanobiocompdsito de quitosana
contendo 100 e 1.000 pg/mL de NFC durante 24 h e 48 h. Ao final do periodo de
exposicao, o meio de cultivo era retirado para que fosse adicionado meio de cultivo
suplementado com o corante Alamar Blue. As células ficaram em contato com esse
corante por 4 h e armazenadas na estufa de cultivo. Em seguida, o meio foi coletado
e transferido para uma placa de 96 pocos afim de realizamos a leitura da
fluorescéncia (580 — 610 nm) no espectofotometro (Varioskan Flash Multimode
Reader, Thermo Fisher Scientific, EUA). O ensaio foi realizado em quadruplicata e
trés repeticdes independentes.

5.2.6 Ensaio de cicatrizagdo in vitro (Wound Healing)

Para conhecer a migracdo celular das células sobre o filme e
nanobiocompadsito, processo essencial durante a fase de reepitelizacdo da
cicatrizagdo de ferida, foi avaliado o cultivo in vitro das células (fibroblastos e
gueratinécito) nos nanobiocompdésito. As células foram semeadas (8 x 104
células/pogo) em placas de 6 pogos e cultivadas sobre o filme de quitosana,

nanobiocompdsito de quitosana contendo 1.000 pg/mL de NFC, além do grupo
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controle (apenas placa de poliestireno, sem filme e nanobiocompdsito). Apés
atingirem 80% de confluéncia, um arranhdo foi feito com auxilio de um ponteira
P1.000. Posteriormente, 0s pocos de cultura contendo as amostras foram lavados
com PBS, para evitar que as células voltem a aderir na placa. A drea com a sua
cicatriz e sua evolucao foram observadas em diferentes tempos (0, 24, 48 e 72 horas)
até a completa reconstituicdo da area, onde todo o processo foi fotografado em
microscoépio de fase invertida (PrimoVert, Zeiss, EUA) equipado com uma camera
acoplada (AxionCam ERCc5). O ensaio foi realizado em duplicata.

5.2.7 Avaliacdo da producao de colageno em fibroblastos

A producéo de coladgeno foi avaliada em fibroblastos utilizando o corante
Direct Red (Sigma-Aldrich, USA). Os fibroblastos foram semeados (8x104
células/poco) em placas de 24 pocos, nesta continha pocos com o filme de
quitosana, nanobiocompdsito de quitosana com NFC (1.000 pg/mL) e o grupo
controle (sem filme e nanobiocompdsito). No dia seguinte o0 meio de cultivo foi
trocado para retirar células que néo aderiram e debris. Os meios de cultivo apés 48h
de cultivo com fibroblasto foram reservados para a analise do colageno. O meio de
cultivo reservado foi adicionado a solucdo de 1% do Direct Red em solu¢cédo aguosa
de &cido picrico a 1,2%, e entdo permaneceram sob leve agitacdo em agitador tipo
shaker (Thermo Max Q 400, Thermo Fischer Scientific, USA) por 1 h. Em seguida,
foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm, o pellet foi ressuspendido em 300 pL
de solucéo de acido acético (0,1 mol/L) e centrifugadas novamente. O sobrenadante
foi retirado e o pellet foi solubilizado em 150 pL de hidroxido de sddio (0,1 mol/L). Os
volumes das amostras foram repassados para placa de 96 pocos para leitura a 550
nm em espectofotbmetro (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher

Scientific, EUA). O ensaio foi realizado em triplicata e trés repeti¢cdes independentes.
5.3 Analises Estatisticas
Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey para os ensaios de pH, angulo de contato,

intumescimento, taxa da degradacdo porosidade e propriedades mecanicas. Os
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ensaios de citocompatibilidade e producdo de colageno tiveram suas meédias
comparadas pelo teste de Dunnett. Os resultados foram apresentados como médias
+ erro padrdo da média. Valores de p<0,05 foram considerados significativos e a
andlise foi realizada no software GraphPad Prism verséo 9 (GraphPad, USA).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo fisico-quimica do filme de quitosana e dos

nanobicompdsitos de quitosana e nanofibra de celulose

Através do método de Casting foi possivel a sintese de um nanobiocompdsito
de quitosana com diferentes concentragcbes de NFC. Na imagem da Figura 11,
podemos observar que o filme de quitosana e os nanobiocompdsitos de quitosana e

NFC sao similares a um filme e translucido.

Quit/ 1000 NFC S

Figura 11 - Imagens do filme de quitosana e dos nanobiocompdsitos de quitosana com diferentes
concentracdes de nanofibras de celulose NFC em placas de petri ndo tratadas.

Os nanobiocompésitos foram analisados por microscopia Raman para
analisar a homogeneidade da amostra. As imagens provenientes dessa analise da
quitosana reticulada pura e com adicdo de NFC (Figura 12) mostra a distribuicao
espacial das espécies moleculares de mistura de polimeros dessa andlise. Para a
obtencédo das imagens foi utilizado a integracéo da banda 1180 e 1300 cm™ que sé&o
relacionadas a deformacdo (CNH) e as caracteristicas da molécula de quitosana.
Dessa forma, percebemos que a sintese realizada resulta em uma mistura polimérica
homogénea sem agregados de NFC. As amostras mostram pequenas variacdes de
intensidade, que pode ser relacionado a ndo planaridade de suas superficies, o que
interfere no foco durante a analise e como consequéncia na intensidade das bandas.
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Figura 12 - Imagem da microscopia Raman das amostras do filme de quitosana (a), nanobiocomposito
de quitosana com 10 pg/mL de NFC (b), 100 pg/mL de NFC (c) e 1.000 pg/mL de NFC (d). As imagens
na coluna do lado esquerdo s&o das imagens geradas por informacdo espacial e do espectro e as
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imagens do lado direto sdo do filme/nanobiocompdsito e os pontos marcados (circulo verde) sobre a
amostra de onde o laser focou para mapear toda area de interesse.

Os resultados de taxa de intumescimento e degradacao sédo encontrados na
Figura 13. As analises estatisticas foram realizadas comparando as médias de cada
grupo dentro de cada tempo de exposicdo, visto que os diferentes tempos de
exposicdo testados foram realizados em ensaios independentes. No ensaio de
intumescimento (Figura 13, A) mostra que a NFC aparentemente influenciou no
maior intumescimento em 2 h para o nanobiocompdsito de quitosana com 1.000
png/mL de NFC, mas essa diferenca nao foi significativa. Observa-se que o filme de
quitosana apresentou seu intumescimento maximo apos 6 h de exposicdo ao meio
aquoso, sendo estatisticamente diferente de nanobiocompoésito de 100 pg/mL
(p<0,05). No teste de degradagéao, ndo foi observado diferenca significativa (p>0,05).
Nos resultados desse ensaio encontramos valores negativos em razao do peso final
em alguns grupos foi superior ao peso inicial. Dessa forma, esses valores de taxa de
degradacg&o negativos indicam que nesses grupos néo foram observados perda de
massa. A perda de massa até de 4 horas de exposicao foi notada principalmente no
filme de quitosana e nanobiocompdsito com menor concentracdo de NFC. Portanto,
observou-se que a incorporacdo de NFC melhorou a estabilidade dos andaimes.

Apés 1 dia de exposicao observamos menores perda de massa entre 0S grupos.
A B

7 D+

3 DA

1 DA

g 2

- :

[ [
6 h A
4 h-
2h A

0 250 500 750 1000 1250 1500 15 -0 5 0 5 10 15 20 25
Taxa de Intumeséncia (%) Taxa de Degradacao (%)
W Quitosana W Quit/100 pgimL NFC M Quitosana Quit/100 pg/mL NFC
Quit/10 pg/mL NFC Quit/1.000 pg/mL NFC B Quit10 ug/mL NFC Quit/1.000 pg/mL NFC

Figura 13 - Taxas de intumescéncia (A) e degradacdo (B) das amostras do filme de quitosana,
nanobiocompésito de quitosana com 10, 100 e 1.000 pug/mL. As médias foram comparadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p<0,05 foram considerados significativos, n=9 por grupo.
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O ensaio de medida de pH mostrou que nao ocorreram alteracfes quando na
presenca do nanobiocompoésito e filme de quitosana (Tabela 3). A avaliacdo do
angulo de contato (Tabela 3) mostrou que as superficies dos nanobiocompositos sao
hidrofilicas, dado que em todos os angulos foram menores que 90° (RUPP et al.,
2014). O nanobiocompdsito de quitosana com 1.000 pg/mL de NFC obtive angulo
menor que 0 grupo com quitosana apenas. Os grupos de nanobiocompdsitos
contendo 10 pg/mL de NFC foram estatisticamente diferentes do grupo com 1.000
png/mL de NFC (p<0,05), logo, a concentracdo de NFC contribuiu para uma maior
hidrofilicidade do nanobiocompdsito. Acerca da porosidade, baseado em Andrade et
al., 2023 as taxas entre 60 e 90% sao as mais indicadas e o nanobiocompadsito de
quitosana e NFC apresentou valores proximo ao menor valor recomendado. Dentre
as taxas de porosidade dos nanobiocompdsitos ndo observou diferenca estatistica
(p>0,05).

Tabela 3 - Os resultados dos ensaios de porosidade, angulo de contato e pH dos nanobiocompa@sitos
de quitosana com diferentes concentra¢des de NFC, seguem as médias seguidas pelo desvio padréo.

As médias foram comparadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p<0,05 foram considerados
significativos, n=9.

_ Angulo de
Amostras Porosidade (%) pH
Contato (6)

1.000 NFC/Quitosana 52 + 13,8 60 +£6,0 7,67 £0,10
100 NFC/Quitosana 54 +22.8 68+7,5 7,68 £ 0,07
10 NFC/Quitosana 42 +6,0 73 +5,1* 7,71 £ 0,05

Quitosana 52+ 115 66 + 8,1 7,70 £ 0,05

A analise da topografia pela microscopia de luz invertida demonstra que a
adicdo de NFC no filme de quitosana influenciou na rugosidade. Como é possivel
observar na Figura 14 nos grupos contendo NFC observa picos topograficos que nao
sdo visualizados no grupo contendo apenas quitosana. Desse modo, a NFC

aumentou a rugosidade da superficie do filme e quitosana.
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Figura 14 - Imagens similares a uma reconstru¢éo 3D produzidas através do software Zen (Zeiss) da
topografia do filme de quitosana (A) e nanobiocompdsitos contendo 10 pg/mL de NFC (B), 100 pg/mL
de NFC (C) e 1.000 pg/mL de NFC (D). As dimensdes da &rea observada s&o 1000 pm no eixo y e
1400 pm no eixo x em todas as imagens.

Com base na analise de microscopia de forca atbmica, percebe-se estruturas
na superficie dos biomateriais na escala nanométrica, dado que na altura estéo
escala com 120 nm e 390 nm. Logo, as cavidades e elevacdes visualizadas nas
imagens estdo na escala nanométrica. Nos nanobiocompdsitos com maior
concentracdo de NFC (1.000 pm/mL) percebe-se maior rugosidade quando
comparado ao nanobiocompadsito com menor concentracéo (Figura 15).

Figura 15 - Imagens de Microscopia de Forca Atdmica obtidas da avaliagdo do nanobiocompdsito
de quitosana contendo 10 pug/mL de nanofibras de celulose (NFC) (A) e com 1.000 pg/mL de NFC

(B).
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A partir da analise das propriedades mecanica (tabela 4) a rigidez do material
diante dos valores do moédulo elastico revelou uma diminuicao (p<0,05) do médulo
elastico em nanocompésito de quitosana contendo 1.000 pg/mL NFC (0,002 +
0,0015) e 100 pg/mL NFC (0,005 + 0,0007) quando comparado a 10 pg/mL de NFC
(0,008 + 0,0007) e filme de quitosana (0,007 = 0,0006) que nao diferiram entre si
(p>0,05). A deformacdo de ruptura (ou deslocamento) revela a relacdo entre a
variagdo dimensional e as dimensdes iniciais do corpo. Nessa analise houve uma
menor deformacdo de ruptura (deslocamento) em nanobiocompdsito de quitosana
contendo 1.000 pg/mL de NFC (4,233 + 0,576; p<0,05) quando comparado aos
outros grupos de 10 pg/mL de NFC (5,885 + 1,037), 100 pug/mL de NFC (6,017 +
1,574) de NFC e filme de quitosana (5,759 * 0,826).

Tabela 4 - Propriedades mecanicas do filme de quitosana e dos nanobiocompésitos de com diferentes

concentracdes de NFC. As médias foram comparadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey,
p<0,05 foram considerados significativos.

Amostras Médulo eléstico Deformacao de ruptura
(GPa) (%)
1.000 NFC / Quitosana 0,002 + 0,0015 4,233 £ 0,576
100 NFC / Quitosana 0,005 £ 0,0007 6,017 £ 1,574
10 NFC / Quitosana 0,008 + 0,0007 5,885 + 1,037
Quitosana 0,007 + 0,0006 5,759 + 0,826

6.2 Avaliacdo da citocompatibilidade do nanocompadsito de quitosana e
nanofibra de celulose em fibroblastos e queratinécitos humanos
cultivados in vitro

As imagens representativas obtidas por microscopia de luz invertida de
gueratindcito e fibroblasto no filme de quitosana e nanobiocompdsito de quitosana e
NFC podem ser visualizadas na Figura 16 e 17. Baseado nos registros feitos pela
microscopia de luz invertida pode-se mensurar a area celular das células expostas
ao filme de quitosana e aos nanobiocompoésito no software ImageJ. Dessa forma
observou que em contato com a superficie rugosa do filme e nanobiocompdsitos as
células tiveram uma alteragdo na area quando comparado ao controle (Figura 16 e
17).

Apos os fibroblastos serem cultivados, observou que apés 24 h de exposicao
houve diferenca significativa dos valores da area celular (Figura 16, E) nos grupos

formados pelo filme de quitosana, nanobiocompdésito de quitosana contendo 100
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pg/mL e 1.000 pg/mL de NFC quando comparado ao controle (p<0,05). Apés 48 h
(Figura 16, J) de exposicdo apenas 0 nanobiocompdsito de quitosana e NFC

apresentou diferenga com o controle (p<0,05).

Area Celular (um?)
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Figura 16 - Imagem representativa da morfologia dos fibroblastos apos exposi¢do por 24 h (A, B, C,
D) e 48 h (F, G, H, I) em filme e nanobiocompdsitos com diferentes concentragbes de NFC. Ae F —
controle; B e G — quitosana; C e H — quitosana com 100 uyg/mL NFC; D e | — quitosana com 1.000
pMg/mL NFC. Ampliagado 200x e barra de escala = 50 um. Resultado da area celular (um?) medida pelo
software ImageJ, apds 24 h (E) e 48 h (J) de exposicao a diferentes concentracdes de CNF. Cada
valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram comparadas
por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p<0,05 foram estatisticamente significativos, n= 100.

Nos queratindcitos, apresentou diferenca na area celular (p,0,05) apés 24 h
(Figura 17, E) e 48 h (Figura 17, J) de exposicdo entre o filme de quitosana,
nanobiocompasito de quitosana contendo 100 pg/mL e 1.000 pg/mL de NFC quando
comparado ao controle (Figura 17). Nas imagens representativas do microscépio
invertido observou também a mudanca no formato celular quando sdo comparados

com o grupo controle (Figura 16, A e D).
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Figura 17 - Imagem representativa da morfologia dos queratinécitos apds exposigéo por 24 h (A, B,
C, D) e 48 h (F, G, H, I) em filme de quitosana e nanobiocompdsitos de quitosana com diferentes
concentracdes de NFC. A e F — controle; B e G — quitosana; C e H — quitosana com 100 yg/mL NFC;
D e | — quitosana com 1.000 pg/mL NFC. Ampliagdo 200x e barra de escala = 50 ym. Resultado da
area celular (um?) medida pelo software ImageJ, apés 24 h (E) e 48 h (J) de exposicdo a diferentes
concentracdes de CNF. Cada valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes,

as meédias foram comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p<0,05 foram
estatisticamente significativos.

Baseado no ensaio de citometria de fluxo, foi analisada a relagdo entre os
dados da disperséo frontal (FSC) que detecta a dispersao ao longo do caminho do
laser indicando o tamanho da amostra e a dispersao lateral (SSC) que mede a
dispersdo em um angulo de 90° em relacdo ao laser, o qual diz respeito a
complexidade/granulosidade da amostra. Nessa analise os graficos foram divididos
em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4; Tabela 5), as porcentagens em cada grupo
foi coletada conforme o software FlowJo™ e, em seguida, a estatistica foi realizada

desses valores de modo a avaliar a diferenca entre eles.
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Tabela 5 - Descricao da relacdo SSC x FSC de cada quadrante baseados na analise de citometria

de fluxo.
Quadrantes Descricao
Q1 menor tamanho (<50K) e maior granulosidade (>50K)
Q2 maior tamanho (>50K) e maior granulosidade (>50K)
Q3 maior tamanho (>50K) e menor granulosidade (<50)
Q4 menor tamanho (<50K) e menor granulosidade (<50K)

Os fibroblastos ap6s 24 h de exposi¢cdo apresentaram diferenca apenas no

quadrante Q3 (p<0,05), onde houve uma reducdo da porcentagem amostral nesse

guadrante do filme e dos nanobiocompdsitos de quitosana e NFC quando comparado

com o controle (Figura 18). Os fibroblastos apos 48 h de exposicdo apresentaram

diferencas nos quatro quadrantes (p<0,05). No Q1 a diferenca foi entre o filme de

quitosana onde se nota um aumento da porcentagem amostral quando comparado

ao controle (p<0,05). Em Q2 foi observado um aumento da porcentagem amostral

do filme e dos nanobiocompdsitos de quitosana e NFC quando comparado ao

controle (p<0,05). No Q3 e Q4 a diferenca foi na reducéo da porcentagem amostral

do filme de quitosana comparado ao controle (p<0,05). Entretanto, nas andlises do

queratindcito apos 24 h e 48 h de exposicdo nao foi encontrado diferenca significativa

entre os quadrantes nos diferentes grupos (p>0,05, Figura 19).
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Figura 18 - Com base no ensaio de citometria de fluxo, a relacdo entre dados de dispersao frontal
(FSC) e disperséo lateral (SSC) foram analisadas em fibroblastos durante 24 h (A,C) e 48 h (B,D) de
exposicdo ao filme de quitosana e aos nanobiocompdsitos de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL).
Cada valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, em cada experimento
foi analisado 10.000 eventos, as médias foram comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores
de p <0,05 foram estatisticamente significativos.
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Figura 19 - Com base no ensaio de citometria de fluxo, a relacdo entre dados de disperséo frontal
(FSC) e dispersao lateral (SSC) foram analisadas de queratindcitos durante 24 h (A,C) e 48 h (B,D)
de exposicdo ao filme de quitosana e aos nanobiocompésitos de quitosana e NFC (100 e 1.000
pg/mL). Cada valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, em cada
experimento foi analisado 10.000 eventos, as médias foram comparadas por ANOVA post hoc
Dunnett e valores de p <0,05 foram estatisticamente significativos

Os dados da avaliacdo por marcacdo com iodeto de propidio no ensaio de
citometria de fluxo mostram que as células estavam viaveis com sua membrana
integra apo6s 24 h de exposicdo. Observou-se um aumento dos fibroblastos
cultivados nos nanobiocompdésitos quando comparado com o controle (Figura 20;
p<0,05). Contudo, apdés 48 h de exposicdo apenas ao nanobiocompdsito de
quitosana com 1.000 pg/mL de NFC mostrou diferenga significativa quando
comparado com o controle (p<0,05).
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Figura 20- Resultados da marcacdo com iodeto de propidio para avaliar a integridade da membrana
celular por citometria de fluxo de fibroblastos apds 24 h (A) e 48 h (B) de exposicdo. Cada valor
representa a média = (SEM) de trés experimentos independentes, em cada experimento foi analisado
10.000 eventos, as meédias foram comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p <0,05
foram estatisticamente significativos.

No entanto, para os queratinécitos, ndo foi observada diferenca significativa
da viabilidade celular quando comparado ao controle (p>0,05) apos 24 h e 48 h de
exposicao (Figura 21). Assim, os gueratindcitos tiveram suas células viaveis com
membrana integra mesmo ap0s a exposicao.
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Figura 21 - Resultados da marcacao com iodeto de propidio para avaliar a integridade da membrana
celular por citometria de fluxo de queratinécitos apés 24 h (A) e 48 h (B) de exposicdo. Cada valor
representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, em cada experimento foi analisado
10.000 eventos, as médias foram comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p <0,05
foram estatisticamente significativos.

Os valores de absorbancia obtidos na leitura no espectofotdmetro foram
elaborados para porcentagem, utilizando o grupo controle como parametro. A
avalicdo da atividade mitocondrial pelo método do MTT demonstrou uma reducao

nas porcentagens na cultura de fibroblasto (p<0,05) durante o cultivo por 24 h e 48
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h nos filmes de quitosana e nos nanobiocompdsitos (100 e 1.000 pg/mL de NFC)

guando comparado ao controle (Figura 22).
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Figura 22 - Resultados do ensaio de MTT de fibroblastos durante 24 h (A) e 48 h (B) de exposicao
aos filmes de quitosana e nanobiocompdsito de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL). Cada valor
representa a média £ (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram comparadas por
ANOVA post hoc Dunnett e valores de p<0,05 foram estatisticamente significativos.

Quando testado nas mesmas condi¢cbes, o queratindcito com 24 h de
exposicdo mostrou diferenca significativa quando comparada com o controle
(p<0,05). Enquanto, com 48 h de exposicéo aos nanobiocompdsitos, o queratindcito

nao apresentou diferenca significativa com o controle (p>0,05; Figura 23).
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Figura 23 - Resultados do ensaio de MTT de queratindcitos durante 24 h (A) e 48 h (B) de exposicéo
aos filmes de quitosana e nanobiocompdsito de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL). Cada valor
representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram comparadas por
ANOVA post hoc Dunnett e valores de p <0,05 foram estatisticamente significativos.

Conforme os ensaios de Alamar Blue, foi encontrado diferenca significativa
apos 24 h de exposicao (p<0,05) entre os fibroblastos expostos ao filme de quitosana
e aos nanobiocompdsito quando comparado ao controle (Figura 24). Contudo, apés

48 h de exposicao nao foi observada diferenca significativa (p>0,05).



73

A B
150+ 200+
;g‘ 1204 * . . _:&- 160
= <
g 907 T T § 120- T
=]
: :
g 60 g 80+
5 2
o 30- € 401
0 T T o - -
& d O O @ 2 9] <
&‘o @Gé‘ \,‘\g VQQ \‘o\ og'bo & \,\§<
vy 0\?\ N N < S \("‘V &
.'S\QQ \“QQ \\\QQ ,\QQQ

Figura 24 - Resultados do ensaio de alamar blue de fibroblasto durante 24 h (A) e 48 h (B) de
exposi¢do aos filmes de quitosana e nanobiocompdésito de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL).
Cada valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram
comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p <0,05 foram estatisticamente significativos.

Em queratindcitos, apds 24 h de exposicdo também foi observado diferenca
significativa no ensaio de Alamar Blue (p>0,05, Figura 25). No entanto, apds 48 h de

exposicao nenhuma diferenca foi observada entre o controle e os demais grupos.
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Figura 25 - Resultados do ensaio de alamar blue de queratinécitos durante 24 h (A) e 48 h (B) de
exposi¢do aos filmes de quitosana e nanobiocompésito de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL).
Cada valor representa a média + (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram
comparadas por ANOVA post hoc Dunnett e valores de p <0,05 foram estatisticamente significativos.

Com o ensaio de cicatrizacdo observou a migracdo e proliferacdo dos
fibroblastos sobre o nanobiocompadsito de quitosana e NFC. Apds 72h de exposicao,
observa-se a presenca de fibroblastos no local da realizag&o da leséo in vitro (Figura
26). Nota-se no tempo de 72 h de exposicdo uma maior quantidade de célula em

direcédo ao centro da lesédo na placa de poliestireno (controle) e no nanobiocompasito
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de quitosana com 1.000 pg/mL de NFC. As imagens dos fibroblastos foram
realizadas na amplificacdo de 40x, visto que no aumento de 100x n&o era possivel
registrar em uma imagem as duas margens da cicatriz com células. Os fibroblastos
apresentam comprimento maior que 0s queratindcitos, o que exigia um aumento

menor para captar mais detalhes na imagem.

Figura 26 - Imagens representativas do ensaio de cicatrizagdo com fibroblastos até o tempo de 72 h
quando se observa fechamento da cicatriz. (A) Controle, (B) filme de quitosana e (C)
nanobiocompésito de 1.000 pg/mL de NFC. As setas mostram o rastro da ponteira no
nanobiocompésito de 1.000 pg/mL de NFC. Ampliagdo 40x e barra de escala = 100 um.

Assim como visualizado em fibroblasto, observou-se a migracdo do
queratinécito quando exposto ao nanobiocompdsito de quitosana e NFC (1.000
pg/mL). Os registros obtidos apos a realizacdo da lesdo mostraram que com 48 h a
cicatriz estava proximo de fechar completamente (Figura 27). Assim, esses
resultados mostram que os queratindcitos migraram e se proliferam sobre os
nanobiocompaositos, principalmente contendo 1.000 pg/mL de NFC, como pode ser
observado na figura 27 C.
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Figura 27 - Imagens representativas do ensaio de cicatrizacdo com queratindcito até o tempo de 48
h quando se observa fechamento da cicatriz. (A) Controle, (B) filme de quitosana e (C)
nanobiocompésito de 1.000 pg/mL de NFC. As setas mostram o rastro da ponteira no
nanobiocompdésito de 1.000 pg/mL de NFC. Ampliagdo 100x e barra de escala = 100 pm.

A producdo de coldgeno apdés o cultivo de fibroblastos sobre o
nanobiocomposito foi avaliada utilizando o corante Direct Red. Os valores das
absorbancias foram aplicados na formula da regressao linear da curva de colageno
(figura 28, A) para que a quantidade de colageno produzida nas diferentes condi¢des
experimentais fosse encontrada. Os resultados revelam que ha producdo de
colageno pelos fibroblastos, quando exposto ao nanobiocompdsito de quitosana e
NFC durante 48 h de exposicdo. Nao houve diferenca significativa quando
comparado o grupo controle com filme de quitosana e nanobiocompoésito de
quitosana e NFC (p>0,05).
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Figura 28 - Ensaio de quantificacdo de colageno utilizando o corante Direct Red. (A) Curva padréo de
coldgeno produzida a partir de colageno do tipo | proveniente da cauda de ratos Wistar dissolvida em
acido acético pelo corante Direct Red. Linha tracejada é referente ao intervalo de confianca (5%). (B)
Quantificacdo de colageno a partir dos valores de absorbancia aplicados na férmula de regresséo
linear (y= 0,06063X -0,01524) de fibroblastos apés 48 h de exposi¢do. Cada valor representa a média
*+ (SEM) de trés experimentos independentes, as médias foram comparadas por ANOVA post hoc
Dunnett e valores de p <0,05 foram estatisticamente significativos.
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7. DISCUSSAO

A aplicagcdo biomédica de filmes de quitosana é bem explorada, no entanto,
sdo escassas as investigacfes sobre a associacao desse polimero com NFC do
algodao. As andlises de caracterizacdo fisico-quimica do filme de quitosana e os
nanobiocompadsitos com 10, 100 e 1.000 pg/mL de NFC demonstraram que a
incorporacgao de NFC influenciou no aumento da taxa de intumescimento, rugosidade
e hidrofilicidade. Além disso, o nanobiocomposito de quitosana com NFC tiveram sua
taxa de degradacado, rigidez e deformacdo reduzida. Dessa forma, a NFC
proveniente do algoddo aprimorou algumas das caracteristicas fisico-quimicas do
filme de quitosana consideradas para utilizacdo em cultivo in vitro e para emprego
em processos de cicatrizacdo de lesdes. Os ensaios bioldgicos avaliando o
nanobiocompasito de quitosana e NFC em fibroblastos e queratindcitos cultivados in
vitro, revelou que esse biomaterial apresenta uma superficie adequada para adeséo
celular, manutencédo da viabilidade, inducdo de migracdo celular e producéo de
coldgeno. Os resultados de caracterizagdo fisico-quimica e citocompatibilidade
apontam que o nanobiocompdsito de quitosana e NFC do algoddo apresentam
atributos essenciais que potencializa sua aplicacao na cicatrizacao de lesédo de pele.
Esses resultados encontrados sao relevantes em razédo de haver poucos estudos
que avaliam os parametros investigados nesse estudo em nanobiocompdsito de
guitosana com NFC proveniente do algodao.

As caracteristicas relacionadas homogeneidade do nanobiocompdsito foram
avaliadas apds a sintese pela microscopia Raman. Os dados demonstraram que o
meétodo de producéo adotado resultou em um nanobiocomposito sem agregados de
NFC. O método de Casting, utilizado para producdo do filme de quitosana e
nanobiocomposito de quitosana e NFC, € indicado por favorecer a conservacao da
dispersdo das NFC (BHAT et al., 2017; BLILID et al., 2020), € um dos métodos mais
empregados na producéo de filmes (ABDUL KHALIL et al., 2016). Visando as futuras
aplicacdes do nanobiocompdésito, a praticidade do método de Casting por usar
equipamentos comumente encontrados em laboratério influenciara no custo do
produto final. Além disso, o nanobiocompdésito de quitosana e NFC revela ser de facil

manuseio, 0 qual poderia ser aplicado facilmente em diferentes regides do corpo,
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bem como sua caracteristica translucida possibilita uma facil observacao da leséo e
da cicatrizacao.

A estabilidade do nanobiocompdsito em meio aquoso € importante ser
avaliada visto que para os ensaios biolégicos é colocado em meio aquoso em
condi¢cBes de cultivo in vitro. O nanobiocompdsito de quitosana e NFC foi avaliada
enquanto a estabilidade pelos ensaios de degradacao e intumescimento, 0s quais
mostraram uma maior estabilidade quando comparado ao o filme de quitosana puro.
A avaliacéo do pH também foi testada e nenhuma mudanca de pH foi notada quando
o filme de quitosana pura e nanobiocompadsitos de quitosana e NFC (10, 100 e 1.000
png/mL) permaneceram me meio de cultivo. De modo a analisar a hidrofilicidade do
nanobiocomposito de quitosana e NFC, o ensaio de angulo de contato mostrou que
a concentracdo de NFC é proporcional a hidrofilicidade.

O aumento do intumescimento e hidrofilicidade, observado com incorporacéo
de NFC, deve-se a capacidade da celulose em formar estruturas de rede
interconectadas por ligacao de hidrogénio (PHANTHONG et al., 2018), bem como a
presenca de muitos grupos funcionais como hidroxilas, carboxilas e carbonila
(Purohit et al.,, 2019), o qual interagem com as moléculas de agua. Tais
caracteristicas séo relevantes para retencdo de fluidos, absorcdo do exsudato e
fornecimento de nutrientes as células, atributos importantes para o processo de
cicatrizacdo (PUROHIT et al., 2019).

Os resultados de taxa de degradacéo revelaram que filmes de quitosana sao
mecanicamente fracos e instaveis, e que a adicdo de NFC ao filme de quitosana
aprimorou este parametro. Os grupos amina da quitosana, quando dissolvido, torna-
se carregado positivamente e fica disponivel para interacdes dielétricas com
moléculas negativos (KIM et al., 2018). A celulose & um polissacarideo anibnico e
assim pode interagir por interagdes eletrostaticas com a quitosana (polissacarideo
catidnico), aproximando as cadeias poliméricas e, consequentemente, melhorar a
estabilidade. De acordo com outros estudos, a incorporacao da celulose ao filme de
quitosana também aumentou sua estabilidade (DUFRESNE, 2017; QIN et al., 2023).
A estabilidade provocada pela incorporacdo de NFC é benéfica para a integridade
do nanobiocompdsito que podera ser aplicado em locais lesionados sem se degradar
facilmente.

Adicionalmente, as NFC influenciaram na rugosidade da superficie, como

demonstrado pelas imagens obtidas pelo microscépio de forca atbmica e imagens
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similares a reconstrucéo 3D pelo software Zeiss. A incorporacédo de NFC resultou em
um aumento da rugosidade, aumentando as variacbes nanotopograficas do
nanobiocompoésito. A topografia da superficie também influéncia na adeséo,
proliferacdo, migracéo e diferenciacéo, sendo que a quantidade de sinais quimicos
e fisicos presentes na superficie é proporcional aos estimulos que a célula recebera.
A incorporacédo de nanomateriais em filmes poliméricos aproxima esses biomateriais
das caracteristicas do tecido vivo. Nos tecidos, as células crescem em meio a um
ambiente contendo estruturas em nanoescala com diferentes formatos (ZHU, LISHA,
LUO; LIU, 2020). Durante a adeséao celular as moléculas de adesdo necessitam de
pontos de interacdo facilmente encontrados em superficies rugosas e
nanotopograficas porque ha aumento na area de superficial e estimulos quimicos e
fisicos (ZHU, LISHA; LUO; LIU, 2020). Os grupos amino (-NH2) na quitosana
oferecem facil ligacdo a biomoléculas como proteinas (Madni et al., 2021), e os
grupos hidroxila (-OH) ao longo das cadeias de quitosana e celulose fornecem
ligacdes covalentes estaveis com outras moléculas também (MOKHENA; JOHN,
2019).

Enquanto a porosidade, nenhuma diferenca foi encontrada entre o filme de
quitosana e os hanobiocompadsitos com NFC (10, 100 e 1.000 pg/mL). A porosidade
€ outro requisito importante, visto que fornece espaco para o alojamento celular,
difusédo de fluidos, gases e nutrientes (DAVE; GOMES, 2019). O nanobiocompdsito
de quitosana com NFC 100 pg/mL apresentou porcentagens de rugosidade proximas
ao minimo recomendado de 60% (ANDRADE; et al., 2023). Como um curativo, a
porosidade auxiliaria que o produto permita a respiracdo natural da pele e reduz a
perda de agua transepidérmicas.

Além disso, as propriedades mecanicas foram avaliadas pela medicdo do
modulo elastico e deformacdo de ruptura. Essa andlise revelou que o aumento da
concentracdo de NFC reduziu o moédulo elastico e deformacéo de ruptura. Contudo,
para a pele humana o médulo elastico varia entre 0,0046 GPa a 0,02 GPa em teste
de tracdo (WEI et al., 2017). Logo, os valores indicados pelos nanobiocompdsitos
estdo dentro dessa faixa, exceto pelo nanobiocompdsito de quitosana com 1.000
pg/mL, o qual apresentou valor menor que 0,0046 GPa. A diminuigéo da rigidez foi
inversamente proporcional a concentracdo de NFC no nanobiocomposito. Os
nanobiocompadsitos com maiores concentracfes de NFC diminuiram o alongamento

dos nanocompasito, provavelmente devido as forgas de interacdes entre as cadeias
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dos materiais (diminuindo a elasticidade). Portanto, as NFC nas concentracdes de
100 e 1.000 pg/mL tornaram os filmes resistentes.

A citocompatibilidade entre as linhagens celulares utilizadas como modelos in
vitro representativos da pele humana e o nanobiocompésito foi analisada
considerando os parametros de morfologia, area celular, integridade de membrana,
atividade mitocondrial, nivel de oxidacdo-reducdo e migracdo. Os resultados do
presente estudo mostraram que fibroblastos e queratinécitos aderiram a superficie
do nanobiocompdsito, contudo sua medida de é&rea celular reduziu quando em
contato com o nanobiocomposito. Parametros da relacdo entre tamanho e
granulosidade (SSC x FFC), oriundos da citometria de fluxo, mostraram que os
fibroblastos expostos ao filme de quitosana e nanobiocompdésito de quitosana e NFC
(100 e 1.000 pg/mL) apresentaram mudancas no quadrante com maior tamanho e
menor granulosidade apos 24 h quando comparado ao controle. Além disso, apos
48 h, fibroblastos expostos ao hanobiocompdsito de quitosana e 1.000 pg/mL NFC
apresentaram diferenca com o controle apenas no quadrante com maior tamanho e
granulosidade.

Os resultados encontrados no presente estudo da diferenca na area celular e
relacdo tamanho e granulosidade quando exposto ao nanobiocompdsito, confirmam
evidéncias anteriores de que as células se comportam de maneira diferente em
superficies com diferentes graus de rugosidade devido a diferencas na distribui¢éo
espacial das adesbes (BAKER; CHEN, 2012). Em superficies com alta rugosidade,
as células sédo cercadas e com possibilidade de se aderir em diferentes pontos,
portanto, a mudanca na area e morfologia celular € em resposta ao ambiente
(DUVAL et al., 2017).

O ensaio de MTT realizado com fibroblastos, foi notada a reducéo apos 24 e
48 h de exposicao ao filme de quitosana pura e aos nanobiocompdsitos de quitosana
e NFC (100 e 1.000 pg/mL), enquanto em queratindcito a reducéo foi observada
apenas apos 24 h de exposicdo. No ensaio de Alamar Blue, fibroblastos e
gueratindcitos expostos ao filme de quitosana e nanobiocompdsito de quitosana e
NFC (100 e 1.000 pg/mL) apresentaram diferenga com o grupo controle apenas apés
24 h de exposicao. Ensaio de MTT e Alamar Blue sdo baseados no metabolismo
energético das ceélulas (LONGHIN et al., 2022; RAMPERSAD, 2012). Logo, sugere-
se gue os fibroblastos e queratindcitos tiveram mudanca no seu metabolismo

energético quando em contato com filme de quitosana pura e aos nanobiocompaésitos
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de quitosana e NFC (100 e 1.000 pg/mL) no minimo apds 24 h de exposicédo. Além
da atividade do metabolismo energético, o MTT e Alamar Blue podem ser indicativos
de viabilidade celular e proliferagdo, respectivamente (LONGHIN et al.,, 2022).
Contudo, foi realizado os ensaios de citometria de fluxo onde as células foram
coradas com iodeto de propideo (intercalante de DNA, mas € internalizado quando
as membranas celulares ndo estao integras), o qual € indicativo da viabilidade celular
avaliando a integridade da membrana. A integridade da membrana n&o foi afetada
em ambas as células apds 24 h e 48 h de exposicdo, indicando que as células
estavam viaveis durante esse tempo de exposicdo. Nesse ensaio, destacam-se as
células de fibroblasto que apresentaram maior viabilidade quando em contato com
nanobiocomposito de quitosana e 1.000 pg/mL de NFC comparada ao grupo
controle.

Os dados encontrados de atividade mitocondrial em nosso estudo corroboram
com os estudos de (KEDZIERSKA et al., 2021), onde foi avaliado a viabilidade celular
em fibroblasto e queratindcito em nanobiocompdsitos de quitosana com nanocristais
e microcristais de celulose do algodéo pelo ensaio de MTT. Neste foi observado
também a reducado da atividade mitocondrial quando comparado com o controle no
nanobiocompa@sito contendo nanocristais de celulose.

Em um estudo do nosso grupo de pesquisa utilizando células renais
embriondrias humanas expostas ao mesmo nanobiocompdsito de quitosana com
NFC do algodao, revelou que o numero de células viaveis (por marcagdo com iodeto
de propideo) néo foi afetado também apds 24 horas de cultivo in vitro (Zanette et al.,
2019). Nossos resultados sao consistentes com outros trabalhos que também
avaliaram a citocompatibilidade de um hidrogel de quitosana e celulose proveniente
de bactérias (ALVEN; ADERIBIGBE, 2020; MAHARJAN et al., 2021).

Embora a relacdo entre o0 metabolismo energético e a adesao celular € pouco
relatada, um estudo observou que a E-caderina (molécula de adesao) estimula a
ativacdo da proteina quinase ativada pela adenosina monofosfato (AMPK) apos a
aplicacédo de tenséo de cisalhamento ou forgca em uma cultura em monocamada
(BAYS et al., 2017). A AMPK esta envolvida na regulacdo da homeostase energética,
modulando positivamente a dindmica da actina e a migracao celular e acoplando as
demandas energéticas das mitocondrias durante a migracdo e invasao celular
(CUNNIFF et al., 2016; SALVI; DEMALI, 2018). A regulacdo da E-caderina em

resposta a sinais extracelulares desempenha um papel importante na morfogénese
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tecidual e no rearranjo celular (GUMBINER, 2005). Dada a distribuicdo espacial das
adesbes, as ceélulas que migram mediante a superficies rugosas requerem
coordenacdo entre mudltiplas redes de sinalizagcdo com demandas metabdlicas
dindmicas (CUNNIFF et al., 2016). Desta forma, devido a interface entre moléculas
de adesao (como integrinas e caderinas) com vias metabdlicas pela AMPK, sugere-
se que a superficie com alta rugosidade possa influenciar na area celular e no
metabolismo energético através desta via. Ensaios adicionais sdo necessarias para
determinar como 0 nanobiocompdsito influenciou exatamente no metabolismo
energético das células.

De maneira a avaliar o processo de migracao das células sobre a superficie
do nanobicompdésito de quitosana e NFC (1.000 pg/mL) foi realizado o ensaio de
cicatrizacdo, o qual revelou que o nanobiocompdsito propicia a migracdo dessas
células, fato relevante no processo de cicatrizacdo. A superficie bioativa promove
mobilidade celular (DUVAL et al.,, 2017). A migracdo celular é estimulada por
quimiotaxia ou orientacdo de via promovida por moléculas adesivas na matriz
extracelular, ou superficies celulares para guiar as células migratérias. As
propriedades muco adesivas causadas por grupos amino ao longo das cadeias de
quitosana (CROISIER; JEROME, 2013), simultaneamente, a grupos hidroxila e
grupos sulfato presentes em razdo da hidrélise acida (ZANETTE et al., 2019)
provavelmente permite a interacdo com moléculas de adesédo, e entdo migracdo
celular. Logo, acredita que os grupos funcionais presentes nas moléculas de
quitosana e NFC, além da hidrofilicidade, rugosidade, superficies nanotopogréficas
apresentados pelos nanobiocompdsito permitiram a migracdo celular. A migracao
durante o processo de cicatrizacdo de lesdo da pele é necesséaria devido ser
fundamental para restauracao da funcao de barreira (SAHANA; REKHA, 2018) pelos
queratinécitos e para a fase de reepitelizacdo no recrutamento de fibroblasto e
consequentemente producdo de colageno (SIERRA-SANCHEZ et al., 2021).

O processo de cicatrizacdo pode ser acelerado pela reepitelizacdo de
fibroblastos, o qual contribuem para o depdsito de colageno (ALVEN; ADERIBIGBE,
2020; MATHEW-STEINER; ROY; SEN, 2021). Os componentes da MEC, como o
coladgeno tipo | o mais abundante, também impulsiona o processo de cicatrizacdo
(MATHEW-STEINER; ROY; SEN, 2021). O colageno induz a ativacao e agregacao
plaquetéaria tendo como consequéncia a formacao de coagulo no local da lesdo. Além

disso, influéncia na sintese de fatores de crescimento que levam a angiogénese e
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reepitelizacdo (MATHEW-STEINER; ROY; SEN, 2021). A deposicado de colageno
deve ser controlada, jA& que a deposicdo inadequada tem como consequéncia
cicatrizes atroficas, hipertréficas ou queloides (CASTRO et al.,, 2023). Dessa
maneira, a producdo de colageno por fibroblasto cultivado no nanobiocompésito de
quitosana e NFC (1.000 pg/mL), revela mais um atributo essencial presente para a
cicatrizacdo de lesado, sugerindo seu potencial para aplicacdo futura como curativos
bioativos ou em reparo da pele.

O nanobiocompédsito de quitosana e NFC de algoddo apresenta
caracteristicas relevantes para aplicacdo como estratégias para auxiliar a
cicatrizacdo de lesdo da pele na medicina regenerativa. Dentre esses destaca-se:
hidrofilicidade e taxa de intumescimento favoravel para absorcdo de exsudatos,
baixa taxa de degradacdo em meio aquoso, maior rugosidade e nanotopografia o
qual sdo estimulos para adeséao celular, viabilidade celular e migracéo de fibroblasto
e queratindcito, assim como producéo de colageno pelos fibroblastos. Com o intuito
de continuar sua validacdo visando uma futura aplicacdo como estratégia de
cicatrizacdo de lesdes, investigacbes sobre propriedades antimicrobianas, bem
como realizar o ensaio de estresse oxidativo, hemdlise, tempo de coagulacdo e
genotoxicidade in vitro e reparo de lesées em modelos in vivo sdo recomendados.

O nanobiocompésito de quitosana e NFC contendo células da pele, como
fibroblastos e queratinécitos, pode ser um promissor modelo alternativo de pele in
vitro para avalicdo de seguranca de cosméticos. Outra possibilidade de aplicacdo
desse scaffold € em estudo de modo de migracédo celular que células de cancer
adotam em uma superficie irregular e com maodulo elastico similar da pele. Bem
como, na area de produtos de tratamento dermatoldgico como mascara facial, tendo
possibilidade de incorporacao e liberacdo de moléculas ativas de interesse.

Em suma, nosso estudo teve como foco a avaliagdo das propriedades fisico-
guimicas e mecanicas de um nanobiocompdsito contendo quitosana e NFC, bem
como sua citocompatibilidade utilizando linhagens celulares representativas da pele
humana in vitro. Esta avaliacdo utilizando NFC proveniente do algoddo séao
relevantes para a literatura, visto que é oriunda de fonte acessivel e renovavel, de
baixo custo, com diferentes aplicagbes, portanto, investigacdes combinando NFC
provenientes de algoddo e a quitosana aplicados ao cultivo de células da pele

humana sdo escassos. Os resultados desse estudo apontam que a
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nanobiocompdsito contendo quitosana e NFC (1.000 pug/mL) apresenta potencial

para futura aplicacdo na medicina regenerativa.
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8. CONCLUSAO

Os dados do presente estudo demonstraram que a incorporacédo de NFC do
algodéao ao filme de quitosana aprimorou caracteristicas como taxa de degradacéo,
intumescimento, hidrofilicidade e rugosidade. Adicionalmente, os resultados de
viabilidade celular, cicatrizacdo e producédo de colageno, sugerem a potencialidade
de aplicacdo do nanobiocompositos de quitosana e NFC (1.000 pg/mL) na medicina

regenerativa, em especial em processo de reparo da pele humana.
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Abstract

The titanium dioxide nanoparticles (NPs) have been applied to biomedical, pharmaceutical, and food additive fields.
However, the effect on health and the environment are conflicting; thus, it has been reviewing several times. In this context,
establishing standard robust protocols for detecting cytotoxicity and genotoxicity of nanomaterials became essential for
nanotechnology development. The cell type and the intrinsic characteristics of titanium dioxide NPs can influence
nanotoxicity. In this work, the cyto- and genotoxicity effects of standard reference material titanium dioxide NPs in primary
bovine fibroblasts and immortalized Chinese hamster ovary epithelial (CHO) cells were determined and compared for the
first ime. Titanium dioxide NPs exposure revealed no cytotoxicity for primary bovine fibroblasts, while only higher
concentrations tested (10 pg/ml) induce genotoxic effects in this cell model. In contrast, the lower concentrations of the
titanium dioxide NPs cause the cyto- and genotoxic effects in CHO cells. Therefore, our finding indicates that the CHO line
was more sensitive toward the effects of titanium dioxide NPs than the primary bovine fibroblast, which should be valuable
for their environmental risk assessment.
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Abstract
Carboxylated multi-wall carbon nanotube (MWCNT-COOH) presents unique properties due to
nanoscale dimensions and permits a broad range of applications in different fields, such as bone
tissue engineering and regenerative medicine. However, the cytocompatibility of MWCNT-
COOH with human stem cells is poorly understood. Thus, studies elucidating how MWCNT-
COOH affects human stem cell viability are essential to a safer application of nanotechnologies.
Using stem cells from the human exfoliated deciduous teeth model, we have evaluated the
effects of MWCNT-COOH on cell viability, oxidative cell stress, and DNA integrity. Results
demonstrated that despite the decreased metabolism of mitochondria, MWCNT-COOH had no
toxicity against stem cells. Cells maintained viability after MWCNT-COOH exposure.
MWCNT-COOH did not alter the superoxide dismutase activity and did not cause genotoxic
effects. The present findings are relevant to the potential application of MWCNT-COOH in the
tissue engineering and regenerative medicine fields.

Supplementary material for this article is available online
Keywords: carbon materials, in vitro study, nanotechnology, tissue engineering
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Abstract

Antimicrobial peptides (AMP) are promising novel antibiotics but exhibit low stability and can be toxic. The AMP encapsula-
tion can be used to protect the drug and control its release rates. The Li-AMP1f encapsulated into chitosan nanoparticle (NP)
by ionic gelation method reached 90% efficiency. The results indicated that the hydrodynamic particle size of NPs increased
from 196.1 +3.14 nm (free NP) to 228.1+ 12.22 nm (nanoencapsulated Lr--AMP1f), while the atomic force microscope
showed the spherical shape. The Zeta potential of the nanoencapsulated Lr-AMPI1f was high (+35 mV). These AMP-loaded
NPs exhibited stability for up to 21 days of storage. The minimum inhibitory concentration (MIC) of free Lr-rAMP1f was
8 ug/mL for E. coli and S. epidermidis. However, the nanoencapsulated Lr-AMP1f produced a bacteriostatic effect against
both bacteria at 8 pg/mL. The MIC of nanoencapsulated Lr-AMP1f was 16 pug/mL for E. coli and 32 for S. epidermidis.
Nanoencapsulated Lr-AMP1f was nontoxic to HEK293 cells. Promisingly, chitosan NP can be used as a vehicle for the
antibacterial application of new AMP (Lr-AMPIf).

Keywords Antimicrobial peptides - Nanotechnology - Nanocapsulates
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Abstract

Natural polymeric nanobiocomposites hold promise in repairing damaged bone tissue in tissue
engineering. These materials create an extracellular matrix (ECM)-like microenvironment that
induces stem cell differentiation. In this study, we investigated a new cytocompatible
nanobiocomposite made from cotton cellulose nanofibers (CNFs) combined with chitosan
polymer to induce osteogenic stem cell differentiation. First, we characterized the chemical
composition, nanotopography, swelling properties, and mechanical properties of the cotton
CNF/chitosan nanobiocomposite scaffold. Then, we examined the biological characteristics of the
nanocomposites to evaluate their cytocompatibility and osteogenic differentiation potential using
human mesenchymal stem cells derived from exfoliated deciduous teeth. The results showed that
the nanobiocomposite exhibited favorable cytocompatibility and promoted osteogenic
differentiation of cells without the need for chemical inducers, as demonstrated by the increase in
alkaline phosphatase activity and ECM mineralization. Therefore, the cotton CNF/chitosan
nanobiocomposite scaffold holds great promise for bone tissue engineering applications.
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