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Resumo

A celulose bacteriana (CB) é sintetizada por varios tipos de bactérias, com maior eficiéncia
pela Gluconacetobacter xylinus. A CB é um biomaterial que tém uma estrutura de rede de
nano fibras tridimensional com propriedades como biocompatibilidade, ndo toxicidade,
estabilidade mecanica e alto teor de umidade, que a torna promissora para diversas
aplicacbes, sendo que na engenharia de tecidos sua multifuncionalidade abrange a
substituicdo temporaria de tecido epitelial em casos de queimaduras, Ulceras, lesdes,
carreador de farmacos, dentre outros propésitos. Apesar da CB apresentar potencial para ser
utilizado como curativo, faz-se necessario a realizacdo de modificacdes de sua superficie,
com a incorporacao de moléculas de adesao celular, para ajustar as deficiéncias da CB nativa,
a fim de melhorar a ades&o, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, tornando-se
promissora para aplicacdes biomédicas. Deste modo, este trabalho objetivou desenvolver um
curativo a base de CB contendo peptideo promotor de adeséao celular RGD (Arginina-Glicina-
Acido aspartico), sequéncia encontrada em varias proteinas da matriz extracelular (MEC), e
avaliar in vitro sua viabilidade e proliferacdo de fibroblastos, com a finalidade de aplicacdo em
regeneracao tecidual de pele. O peptideo RGD utilizado (JGB2) foi escolhido por meio de
estudos computacionais, sendo sintetizado pelo método da fase soélida (estratégia Fmoc),
purificado por CLAE e caracterizado por espectrometria de massas. Membranas de CB foram
produzidas por G. xylinuns, purificadas e funcionalizadas pela esterificacdo de dois residuos
de lisina, para incorporacdo do peptideo JGB2. Diferentes amostras da CB foram
caracterizadas a partir de analises de liberacao prolongada do peptideo JGB2, medidas de
angulo de contato, resisténcia a tracdo, analises de microscopia eletrénica de varredura
(MEV-FEG), difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia de absorcdo na regido de
infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Os resultados obtidos mostraram que a
funcionalizagdo da membrana com lisina ndo resultou em altera¢des significativas na estrutura
e morfologia nas membranas. Comparativamente a CB pura, a funcionalizacdo da CB,
aumentou a quantidade de peptideo adsorvido e quadruplicou o tempo de liberacdo do
peptideo da membrana, caracteristicas desejaveis para aplicagdo em processos de
regeneracao tecidual. Também foi possivel constatar que a membrana funcionalizada com o
aminodcido lisina contendo o peptideo JGB2, apresentou desempenho superior nos ensaios
in vitro de citotoxicidade, e, por conseguinte, possui grande potencial para ser estudada mais
detalhadamente e eventualmente ser aplicada como biomaterial na reparagdo tecidual de

pele.

Palavras-chave: Materiais biomédicos, celulose, peptideos, cicatrizacdo de ferimentos,
citotoxicidade.






Abstract

Bacterial celulose (BC) is synthesized by some bacteria, with greater efficiency by
Gluconacetobacter xylinus. BC is a biomaterial that has a network 3-D structure of nanofibers
with properties like biocompatibility, non-toxicity, mechanical stability, and high moisture
content, which makes it promising for a wide range of applications, being that in the
engineering of tissue its multifunctionality includes the temporary substitution of epithelial
tissue in cases of burns, ulcers, injuries, drug carriers, among other purposes. Although CB
present potential to be used as a dressing, it is necessary to perform modifications of its
surface with the incorporation of cell adhesion molecules to adjust the deficiencies of the native
CB, in order to improve cell adhesion, migration, proliferation and differentiation, making it a
promising material for biomedical applications. In this way, this work aimed to develop a
dressing based on BC containing peptide promoter of cell adhesion RGD (Arginine-Glycine-
Aspartic acid), sequence found in several extracellular matrix proteins (ECM) and to evaluate
in vitro its viability and proliferation of fibroblasts, with the purpose of application in skin tissue
regeneration. The RGD peptide used (JGB2) was chosen by means of computational studies,
synthesized by the solid phase method (Fmoc strategy), purified by HPLC and characterized
by mass spectrometry. CB membranes were produced by G. xylinuns, purified and
functionalized by the esterification of two lysine residues, for incorporation of the JGB2 peptide.
Different CB samples were characterized from analyzes of prolonged release of the JGB2
peptide, measurements of contact angle, tensile strength, scanning electron microscopy
(SEM-FEG), X-ray diffraction (XRD) and spectroscopy absorption in the infrared region with
Fourier Transform (FT-IR). The results showed that membrane functionalization with lysine did
not result in significant changes in membrane structure and morphology. Compared to pure
CB, CB functionalization increased the amount of adsorbed peptide and quadrupled
membrane peptide release time, desirable characteristics for application in tissue regeneration
processes. It was also possible to verify that the functionalized membrane containing the JGB2
peptide presented superior performance in the in vitro cytotoxicity assays, and therefore has
great potential to be studied in more detail and eventually be applied as biomaterial in skin

tissue repair.

Keywords: Biomedical materials, cellulose, peptides, wound healing, cytotoxicity.
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1. Introducéo

1.1. O tecido cutaneo

A pele é uma estrutura multicamadas, considerada o maior 6rgado do corpo
humano que corresponde aproximadamente 15% de massa corporal de uma pessoa
adulta. E constituida anatomicamente e funcionalmente por duas camadas, a
epiderme e a derme, ilustradas na Figura 1. Apresenta estruturas anexas como
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas. A derme contém fibras
de colageno e fibras elasticas, além de gordura subcutanea subjacente. A pele
contribui muito para a barreira imunolégica fisica, quimica/bioquimica e adaptativa
(LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Figura 1. Representagdo da estrutura da pele.

Pélo
Gl. sebacea

| Epiderme

L Derme

| Tec.
subcutaneo

Vaso linfatico
Nervo

Artéria—
—-Melanina
L Cél. basal

4 \ (@
4l | > —Melanécito
Vasos sanguineos

\ Foliculo piloso

Tec. adiposo
Gl. sudoripara

Fonte: Adaptado de University of Chicago Medicine (2015).
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A pele funciona criticamente na manutencédo da homeostase interna enquanto
protege do ambiente externo (MURPHREE, 2017). Atua na protecdo do organismo
contra atritos, impedindo a penetracdo de materiais estranhos e perda de fluidos
essenciais ao funcionamento do organismo, além da sua atuagdo como barreira
contra perigos ambientais, como microrganismos, radiacdo e alérgenos. Ela detecta
estimulos externos como pressao, dor, calor, frio e outros estimulos através das
terminacdes nervosas sensitivas e contribui com a sintese de vitamina D e com a
regulacéo térmica do organismo (WALTERS; ROBERTS, 2002; JAMES et al., 2009;
VENTRE et al., 2009). Em seu estado ideal, a pele é macia, seca, flexivel e intacta,
além da natureza acida com um pH entre 4 e 6,8 (MURPHREE, 2017).

A epiderme é a camada mais externa da pele que fornece protecdo contra o
ambiente externo. A principal célula é o queratindcito (95% das células), enquanto os
melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel compdem os 5%
restante. Os queratindcitos produzem lipidios na pele e ajudam a manter a hidratacédo
da pele, preenchendo os espacos entre as células da pele criando uma pele intacta.

Subjacente a epiderme estd a derme, vascularizada, que fornece suporte e
nutricdo para as células em divisdo na epiderme. E formada por componentes
intersticiais (fibras colagenas, tecido elastico, substancia fundamental) e componentes
celulares (fibroblastos, mastocitos, plasmocitos, linfocitos, células dendriticas
dérmicas, histiocitos). Ademais, contém nervos e apéndices: glandulas sudoriparas,
foliculos capilares e glandulas sebaceas (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Os fibroblastos sao células mesenquimais que depositam fibras de colageno e
elastina. Diferentes subpopulacdes de fibroblastos diferencialmente contribuem para
a homeostase da pele, cicatrizacdo de feridas, cicatrizacdo e formacao de foliculos
pilosos. Os histiécitos sdo células que apresentam antigenos que fagocitam e
degradam substancias estranhas e apresentam antigenos para as células T. Os
mastocitos, sdo distribuidos proximos aos vasos sanguineos dérmicos e séo
responsaveis por secretar quimiotransmissores, como histamina durante uma reagao
alérgica (MURPHREE, 2017).

A hipoderme ou tecido subcutaneo é a camada mais interna da pele que une a
erme aos tecidos e 0Orgdos subjacentes. Composta por adipOcitos que estédo

organizados em I6bulos de gordura, separados por septos fibrosos. Esses feixes de
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fibras se originam da derme e se estendem para o tecido subcutaneo e fortalecem a
conexao entre esses dois compartimentos (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

1.2. Processo de cicatrizagao

Estimulos danosos a estrutura e fisiologia da pele, como a interrupcao da
continuidade de um tecido corporeo podem ser provocados por um amplo espectro de
fatores, tais como traumas fisicos, queimaduras, cortes, resseccfes cirlrgicas,
Ulceras que podem ainda ser agudas ou crbnicas. A partir destes estimulos,
desencadeia-se a cicatrizacdo que envolve complexa interacdo de varios tipos
celulares, moléculas da matriz extracelular (MEC) e compostos sollveis, em
coordenada cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos, tais como
inflamacdo e hemostasia, quimiotaxia, migracdo celular, fagocitose, sintese e
degradacdo de colageno, angiogénese, remodelacdo da MEC, contracdo e
reepitelizacdo (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Tradicionalmente, estes
processos séo divididos em trés fases conhecidas como hemostasia e inflamagéao,
proliferacdo e remodelacao tecidual. Estes processos sdo dependentes de fatores
locais e sistémicos, cujo objetivo final é a reconstru¢do dos componentes da pele para
restaurar sua funcéo e aparéncia (REINKE; SORG, 2012).

Na hemostasia a pele lesada libera fatores de coagulacdo e colageno. As
plaguetas se ativam por ligacdo ao colageno, o que resulta em desgranulacao
(granulos liberados pelas plaquetas) liberando citocinas (antimicrobianas e
quimiocinas) e fatores de crescimento (Tabela 1), como o fator de crescimento
transformante beta (TGF-), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), tromboxanas e outros fatores liberados,
para mediar o processo formacao de coagulo de fibrina. Ao mesmo tempo, os vasos
lesados seguem uma vasoconstricdo desencadeada pelas plaguetas para reduzir a
perda de sangue e preencher 0s espacos entre os tecidos com um coagulo sanguineo
composto por citocinas e fatores de crescimento. Ademais, as plaguetas também
liberam moléculas de fibrina, fibronectina (FN), vitronectina (VN), fator de Von
Willebrand (VWF) e trombospondina, que promovem a agregacao plaquetaria e

formam parte do coagulo que serve como matriz proviséria para a migracado de
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leucdcitos, queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais, bem como reservatorio de
fatores de crescimento (REINKE; SORG, 2012).

Tabela 1. Citocinas expressadas na ferida durante o processo de cicatrizacao.

o Células s i
Citocinas protetoras Acdo biolégica
Quimiotaxia para macrofagos e outros fatores de
Macréfagos, crescimento, mitogénicos para fibroblastos, estimula a
TNF-a mastocitos, angiogénese, regula/induz sintese e degradagdo de
linfécitos T colageno, induz marginalizacdo e citotoxicidade das
células polimorfonucleares.
Macrofagos,  \itogénica para queratinocitos e fibroblastos, estimula a
TGF-a linfécitos T, . ~ . .
. . migracao de queratinocitos.
gueratinocitos
Plaguetas Quimiotaxia, Transdiferenciacdo de fibroblastos a
neutréfilos miofibroblastos, construgdo de matriz de colageno,
TGF-B g : N ’ o "
macréfagos, estimula a angiogénese, contracéo da ferida, liberacao de
fibroblastos outros fatores de crescimento Estimulagéo de MMP
Macréfagos IL-1: aumenta TNF-a e IFN-y, induz quimiotaxia de
mastoécitos queratinocitos, neutréfilos e fibroblastos, bem como
ILs (1, 6) S L e
gueratinocitos,  ativacdo de neutréfilos
linfocitos IL-6: Induz proliferacéo de fibroblastos
.Plaquetas, A quimiotaxia celular, mitogénica para fibroblastos e
fibroblastos,  4crsfagos, estimula a angiogénese, induz sintese de
PDGF células . . . ~
L coldgeno e proteoglicano estimulando a contracdo da
endoteliais, ,
macréfagos,  ferida
EGF Plaquetas, Mitogénica para queratinécitos e fibroblastos, estimula a
macroéfagos migracao de queratinocitos
Plaguetas
VEGF neutréfilos Estimular a angiogénese, Neovasculariza¢éo
queratinocitos
Queratindcitos,
Prostaglandina macréfagos Vasodilata¢do, Desagregacédo de plaquetas, Aumento da
E Células permeabilidade vascular
endoteliais
Plaguetas
Tromboxano A» Células Agregacdo de plaquetas, vasoconstricao
destruidas

Estimula a migracdo, diferenciacdo e proliferagcdo de

KGF Fibroblastos L
queratinocitos
Macrofagos,  Quimiotatico e mitogénico para fibroblastos e
ma§t<_JC|tos, gueratindcitos, estimula a angiogénese, induz o
FGF linfocitos T, X : .
Células remodelamento do coldgeno e previne a contracdo da
endoteliais ferida

Fonte. EFRON; MOLDAWER, 2004; BROUGHTON et al., 2006.
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Na inflamacéo, as plaguetas influenciam na infiltracdo de leucdcitos pela
liberacéo de citocinas e fatores de crescimento por quimiotaxia as células endoteliais
e promovem a fase inflamatoria. Mediadores, como granulos de enzimas, histaminas,
prostaglandinas e outras aminas ativas liberadas por mastdcitos sado responsaveis
pelos sinais inflamatérios e produzem a vasodilatacdo e permeabilidade capilar para
permitir o influxo de leucécitos, globulos vermelhos e proteinas plasmaticas (REINKE;
SORG, 2012).

O PDFG inicia a quimiotaxia de neutréfilos e dos macrofagos, células
musculares lisas e fibroblastos. O TGF- também atrai os macrofagos e junto com o
PDFG estimula a producédo de citocinas adicionais, incluindo o fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), o DPGF, fator de necroses tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas
(IL). Além disso, o TGF-f aumenta ainda mais a quimiotaxia de fibroblastos e do
musculo liso e modula a expresséo de colageno e colagenase. A finalidade de PDGF
e TGF-B é estimular a proliferacédo celular e a producao de moléculas da MEC para
uma rapida deposicao de um novo tecido conjuntivo (REINKE; SORG, 2012).

Neutrofilos sdo os primeiros leucdcitos no local e, uma vez que sdo as células
mais abundantes, formam uma barreira contra a invasao de microrganismos por
fagocitose e promovem o recrutamento ativo de mais neutréfilos a partir dos vasos
adjacentes nao lesados. Além disso, também liberam IL-13, IL-6 e TNF-a para iniciar
a ativacdo de fibroblastos e células epiteliais. Os neutréfilos sdo seguidos por
monocitos que migram para o local da ferida e tornam-se os macréfagos que sao
atraidos pelos subprodutos da apoptose dos neutrdéfilos (REINKE; SORG, 2012).

Os macrofagos sdo altamente fagociticos e removem todas as células néo
viaveis, neutroéfilos cheios de bactérias, MEC danificada, detritos e quaisquer bactérias
do local da ferida. Uma funcéo adicional € a da producado de 6xido nitrico que tem um
efeito antimicrobiano, reforgcado pelo ambiente da ferida hipoxica. Os macrofagos
também atraem as células endoteliais vasculares para o leito da ferida em preparacéo
para a angiogénese (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010). Além disso, secretam uma
infinidade de fatores de crescimento e citocinas, como PDGF, TGF-B, TNF-q, fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
IL-1 e IL-6, que recrutam fibroblastos e células endoteliais na ferida e promovem a
proliferacéo e sintese de moléculas da MEC (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010).
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Esses macrofagos infiltram-se em aproximadamente 48 horas apés a lesdo e
permanecem até a conclusao da fase inflamatoéria. O resultado da fase inflamatoéria €
o controle do sangramento e o estabelecimento de um leito limpo da ferida. Esta fase
deve durar aproximadamente 3 dias (REINKE; SORG, 2012).

Na fase proliferativa a ferida € preenchida com tecido conjuntivo altamente
vascularizado, comumente referido como "tecido de granulacdo” (Rede densa de
vasos sanguineos e capilares, fibroblastos, macrofagos, granulocitos e fibras de
colageno organizados aleatoriamente). O principal componente deste tecido sao os
fibroblastos, que migram das margens da ferida para seu centro em resposta a
mediadores liberados das plaquetas e macrofagos, como PDGF, FGF, VEGF, TGF-q,
TGF-B, fator de crescimento derivado de queratindcito (KGF), etc., através da MEC
pela ligacdo de FN, VN e fibrina. Uma vez na ferida, os fibroblastos ativados por PDGF
e TGF-B comecam a proliferar e produzir componentes da MEC junto com os
macrofagos, tais como FN, glucosaminoglicanos (como o &acido hialurdnico),
proteoglicanos, e colageno para iniciar a reepitelizacdo das bordas da ferida
(GOLDBERD; DIEGELMANN, 2010; QING, 2017). Ademais, o processo de
reepitelizagdo € assegurado por queratinocitos nas bordas da ferida e por células-
tronco epiteliais de foliculos pilosos ou glandulas sudoriparas. Este processo é ativado
por vias de sinalizac&o de células epiteliais e ndo epiteliais nos bordos da ferida, que
libertam uma quantidade de diferentes citocinas e fatores de crescimento, em geral
EGF, KGF, IGF-1 e NGF (REINKE; SORG, 2012).

Simultaneamente, acontece a formacdo de novos vasos sanguineos por
células endoteliais que € ativada pela perda da vascularizagcdo no leito da ferida,
reducdo do pH, baixa tenséo de oxigénio e aumento de lactato, que iniciam a liberacao
de TNF-a, VEGF, fator fibroblastico basico (bFF) e TGF-[3, todos os quais ativam a
angiogénese. Os fibroblastos também secretam KGF, que estimula a epitelizacdo dos
gueratinécitos e as células endoteliais produzem VEGF e fator de crescimento de
fibroblastos basico (bFGF) para promover o crescimento dos vasos sanguineos
(GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010).

As células endoteliais nas vénulas adjacentes a ferida secretam enzimas
proteoliticas, como as metaloproteinases de matriz (MMPs) que dissolvem a lamina

basal. Assim, as células endoteliais sédo agora capazes de proliferar e migrar, num
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processo conhecido como "brotamento”. As células endoteliais orientam-se por
moléculas de adesdo superficiais, principalmente integrinas (ayfBs;, ayfs, asBi),
também liberam MMPs lisando o tecido circundante pela proliferacdo endotelial em
andamento. Além disso, as células epiteliais interagem com uma matriz provisoria de
fibrina reticulada a FN e ao coladgeno. Em particular, a FN parece promover a adesdo
de queratindcitos para guiar estas células através da superficie da ferida. Os brotos
recém-construidos formam pequenos canais tubulares que se interconectam a outros
formando um circuito de vasos. Posteriormente, os novos vasos se diferenciam em
artérias e vénulas e amadurecem por uma estabilizacdo adicional de sua parede
vascular através do recrutamento de pericitos e células musculares lisas. Ao final
desta fase, a proliferacédo de fibroblastos em maturacao decai pela diferenciagéo de
miofibroblastos e é terminada por apoptose consecutiva, ajustando o equilibrio entre
a sintese e a degradacdo da MEC (REINKE; SORG, 2012; GOLDBERG,;
DIEGELMANN, 2010).

A fase de remodelacdo acontece a partir do dia 21 até um ano apés a lesao. O
tecido de granulagdo amadurece em uma cicatriz, onde os capilares pequenos se
agregam em vasos sanguineos maiores e ha uma diminuicdo no teor de agua da ferida
e a formacgéo de tecido de granulacdo se detém através da apoptoses das células,
diminuindo a atividade metabdlica da ferida. A mudan¢a mais caracteristica ocorre
guando o colageno lll, que foi produzido na fase proliferativa, é agora substituido pelo
colageno | mais forte. Esse tipo de colageno é orientado em pequenos feixes paralelos
e é, portanto, diferente do colageno-tecido na derme saudavel. Mais tarde, os
miofibroblastos causam contracdes nas bordas da ferida por sua mdltipla ligacdo ao
colageno para contrair o tecido conjuntivo e diminuir a superficie da cicatriz em
desenvolvimento. Esse processo de remodelacéo lento aumenta a resisténcia a tracédo
da ferida num maximo de 80 % do tecido normal (GOLDBERG; DIEGELMANN, 2010).

O processo de cicatrizacao pode ser prejudicado por uma série de fatores ou
condic¢fes patologicas como a idade, o estado nutricional do paciente, a existéncia de
doencas de base como anemia, hipotireoidismo, diabetes, anormalidades venosas,
infeccdes, entre outras, de tal forma que o uso de biomateriais que atuem como

suportes ou substitutos temporais da pele para auxiliar ou acelerar o processo de
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reparacdo e cura torna-se necessario (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Nestes casos, 0 emprego de polimeros naturais ou sintéticos, aprimorados pela
incorporagdo de compostos terapéuticos, necessérios para melhorar a
biocompatibilidade, reduzir o tempo estimado ou para melhorar a taxa de sucesso da
reparacao ou reconstrucao de um tecido danificado esta entre as principais linhas de
pesquisa na area de engenharia de tecidos (JAMES et al., 2009; BOATENG;
CATANZANO, 2015).

Uma estrutura polimérica que tem demonstrado ser proveitosa em uma ampla
gama de aplicacdes, € a celulose, especificamente a de origem bacteriana,
particularmente sendo muito atraente na biomedicina, porque € um dos materiais mais
completos em termos de qualidades requeridas para um curativo na reparagao
tecidual, exibindo alta resisténcia a tracao, flexibilidade e capacidade de retencao de
agua, permeabilidade a gases e liquidos, isolamento térmico, prevencao de infec¢des,
além de permitir a introdugéo ou transferéncia e liberagcdo de farmacos e tem grande
compatibilidade com tecidos vivos (SULAEVA et al., 2015).

1.3. Celulose Bacteriana (CB)

A celulose (Figura 2) € um homopolissacaridio linear formado por unidades de
B-D-glicopiranose unidas em cadeias longas néo ramificadas, com ligacdes
glicosidicas B (1—4). E considerada uma matéria prima polimérica sustentavel e
guase inesgotavel, encontrada principalmente em plantas superiores, geralmente
associada a hemicelulose, lignina e outros materiais. Também pode ser encontrada
em algas e fungos, além de ser produzida extracelularmente por varios tipos de
bactérias (KLEMM et al., 2005).

A celulose bacteriana (CB) é produzida extracelularmente por bactérias dos
géneros Gluconacetobacter (previamente denominada Acetobacter), Agrobacterium,
Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina. Em particular, a espécie G. xylinus
€ uma das mais produtivas, demostrando ser uma das espécies mais eficientes e
estudadas por assimilar varios tipos de acucares e produzir alto nivel de celulose em
meio liquido (ULLAHA et al., 2016).
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Figura 2. Estrutura da celulose, com detalhe para a estrutura monomérica da B-D-
glicopiranose.

Fonte: SHEYKHNAZARI et al., 2011 (adaptado)

Gluconacetobacter sp. sdo bactérias gram-negativas quimioheterotrdficas,
estritamente aerdbias, ndo patogénicas, que secretam a celulose em fitas compostas
de microfibrilas organizadas formando membranas, e sdo geralmente encontradas em
frutas, vegetais, vinagre e em bebidas alcodlicas (KLEMM et al., 2005).

As bactérias produtoras de celulose secretam primeiro agregados de 10-15
cadeias de poliglicanas. Ademais, cada subunidade de D-glucose interage por
ligacbes de hidrogénio intra-moleculares com mon6émeros adjacentes de D-glicose
dentro de sua cadeia. As cadeias que estao proximas em paralelo, também formam
interacdes de hidrogénio inter-cadeias entre os grupos hidroxila expostos formando
ligacdes de hidrogénio inter-moleculares que se reinem em nanofibras cristalinas. A
linearidade destas fibras de celulose agrega-se em feixes maiores reticulados
produzindo microfibras que contém regides cristalinas e amorfas. Essas microfibras
se associam livremente para formar uma fita de celulose que se estende a partir de
cada bactéria até criar uma densa rede entrelagcada em forma de teia de CB que
constitui uma matriz altamente porosa (BODIN et al., 2011).

Esta estrutura de rede fibrilada altamente pura e hidratada, apresentando até
99% de agua (BODIN et al., 2011; BARUD, et al., 2013), resulta em caracteristicas
nao encontradas na celulose vegetal, apresentando um alto grau de cristalinidade
(60—-80%) e auséncia de lignina, hemiceluloses ou outros produtos biogénicos, além
de alta resisténcia mecanica com um moédulo de Young de 15-30 GPa, o mais alto de
todos os materiais organicos bidimensionais (SHODA; SUGANO, 2005).

Quando a celulose é formada em condi¢gGes de cultura estatica, resulta em uma

estrutura tridimensional constituida de um sistema ultrafino de nano e microfibras. Em
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contraste a outros tipos de membranas sintéticas, a membrana de CB exibe uma alta
estabilidade quimica, uma nanoporosidade caracteristica que favorece a
permeabilidade de nutrientes e a proliferacdo celular, baixa toxicidade e
biocompatibilidade (HUANG et al., 2014).

Nos ultimos anos, o interesse no desenvolvimento de novos biomateriais
biodegradaveis e biocompativeis tem aumentado na engenharia de tecidos,
especialmente pela necessidade de melhorar o processo de restauragao de tecidos
danificados ou doentes, bem como suas funcdes. Neste sentido, sistemas de
liberacdo de farmacos, insercfes vasculares e scaffolds, tém sido desenvolvidos,
sempre com 0 objetivo de aumentar a qualidade de vida das pessoas (OLIVEIRA
BARUD et al.,, 2016). Algumas das pesquisas neste campo estdo focadas no
desenvolvimento de novos tipos de curativos, uma vez que, nos dias de hoje, os
curativos funcionam como componentes ativos do processo de cicatrizacao,
controlando a infeccao e fornecendo um microambiente propicio para a cura, ao inves
de atuar como um simples meio de prote¢cédo (SULAEVA et al., 2015).

O uso de CB nestes casos pode ser justificado por auxiliar no processo de
regeneracao tecidual e cicatrizacdo, como curativo de ferimentos e como sistema
carreador de farmacos (drug delivery), além de funcionar como barreira contra
microrganismos em feridas e queimaduras, o que auxilia no processo de cura.
Também ameniza a dor e reduz a formagéo de cicatrizes (SASKA et al., 2011; BARUD
et al., 2013).

A CB pode sofrer modificacdes, que conferem propriedades que atendem todos
0s requisitos para funcionar como um material curativo, pela incorporacdo de
compostos terapéuticos durante ou apdés sua sintese, sem causar qualquer alteracédo
das suas propriedades fisicas e quimicas (CZAJA et al., 2006). Ademais, a CB pode
ser infundida com células e fatores de crescimento, cultivada e implantada para induzir
e direcionar o crescimento de um tecido novo e sadio. Nestes casos, peptideos
contendo o “motif’ de reconhecimento celular RGD podem ser empregados como um
meio de desencadear a adesédo de células bem como para direcionar seletivamente
determinados tipos celulares e provocar respostas celulares especificas, favorecendo

0 processo de regeneragao do tecido (ANDRADE et al., 2010).
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1.4. Peptideos RGD no processo de regeneracdao tecidual

Em organismos multicelulares, as interacdes célula-célula assim como as
interacdes das ceélulas com moléculas da MEC circundante sdo mediadas por
receptores de adeséo celular. Entre eles, o grupo mais numeroso e versatil € o das
integrinas de superficie celular, que desempenham um papel importante como
moléculas de ancoragem e também atuam em processos como cicatrizacdo de
feridas, hemostasia, embriogénese, diferenciacéo celular, resposta imune, e outros
processos biolégicos (VAN DER FLIER; SONNENBERG, 2001; HERSEL; DAHMEN;
KESSLER, 2003; FUJIMURA et al., 2007).

As integrinas sao glicoproteinas receptores transmembranais, heterodiméricas
mediadoras da ligacdo celular & MEC, que consistem de duas subunidades
associadas nao-covalentemente, denominadas a e 3. Até o momento 18 subunidades
a e 8 B sdo conhecidas, cuja combinacéo resulta em 24 tipos de receptores de adeséo
gue tém especificidade por diferentes ligantes (VAN DER FLIER; SONNENBERG,
2001). Muitas integrinas podem se ligar a multiplos ligantes, enquanto outras parecem
restritas a um Unico ligante. As integrinas podem ser classificadas de acordo com seus

ligantes mais especificos, como consta na Tabela 2 (SCHNITTERT et al., 2018).

Tabela 2. Classificagcao geral de heterodimero de integrina constituidas por 24 receptores de
integrinas e seus respectivos ligantes.

Principal ligante Tipo de Integrinas
Colageno a1B1, a2p1, a1081 e a11p1
Fibronectina 0431, a9B1 e a4B7 ligacdo sem RGD

Receptores de fibronectina,
a5p1, a8B1, avB1, avp3, avps, avB6, avp8 e

vitronectina, fibrinogénio e
allbB3. Dependentes-RGD

trombospondina

Laminina a3pB1, a6B1, a6B4 e a7p1

Subgrupo leucécitos aDB2, aLp2, aMB2, axXp2, aER1, a4B1, a4B7

Fonte. SCHNITTERT et al., 2018.
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As integrinas sdo expressas por varios tipos de células, incluindo células
epiteliais, fibroblastos, ostedcitos, células endoteliais, queratindcitos, leucécitos e
plaquetas, e a presenca de ambas as subunidades, a e B, € necessaria para garantir
a normalidade da interacdo das integrinas com a MEC e intracelularmente com o
citoesqueleto. A tarefa mais importante da maioria das integrinas é ancorar as células
aos tecidos. No entanto, esses receptores também participam com frequéncia de
outros processos, incluindo a imunidade inata e a regulagcéo celular por fatores de
crescimento (SCHNITTERT et al., 2018).

A sequéncia tripeptidica Arg-Gly-Asp (RGD) (Figura 3), encontrada em 8
proteinas da MEC, incluindo fibrinogénio, vibronectina (VN), fibronectina (FN),
trombospondina, osteopontina e vVWF, foi identificada em 1984 (PIERSCHBACHER,;
RUOSLAHTI, 1984; RUOSLAHTI, 1996) como a sequéncia minima essencial para a
adesdo celular em FN, em um esforco para reduzir o tamanho dos ligantes
macromoleculares para sequéncias de reconhecimento menores (SCHNITTERT et
al., 2018).

Figura 3. Sequéncia RGD, formula molecular e nomenclatura

Grupo guanidina da Grupo carboxila da

cadeia lateral \ cadeia lateral
HNﬁ/NH2 /
HN I
O O
i H C-(carboxila)
N-(amina) OH .
terminal o BY N\/U\N terminal
O H o
arginina glicina aspartato
R G D

Fonte: HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003, adaptado.

As FN séo proteinas de adesdo da MEC a qual é fundamental na ligacdo as
integrinas, como a outras moléculas da MEC, incluindo colageno, fibrina,

proteoglicanos, etc. Fibroblastos em feridas produzem fibronectina celular (JAKHUA
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et al., 2018). Esta, por sua vez, interage via integrinas com fibroblastos, que sdo
células responsaveis pela regulacdo e manutencdo do tecido da derme além de
atuarem na proliferacdo celular mesmo in vivo (FUJIMURA et al., 2007). Além disso,
a FN também se liga fortemente a fibrina e fibrinogénio logo apds a leséo tecidual e
juntamente com as plaquetas ativadas, compde a maior parte da matriz provisional e
permite a migracdo celular reparativa. Ademais, dentro da matriz a FN pode se
reticular com o colageno, proteoglicanos de sulfato de heparano e ele préprio, para
fornecer um suporte mais estavel para que as células se hospedem (WHITE et al.,
2008).

A integrina a5B1 € o principal receptor da FN que reconhece o motif RGD. Os
fibroblastos aumentam a expressdo de integrinas de ligacdo a5B1 e a3B1 para
interagir com FN e facilitar a migracédo dos fibroblastos e queratinécitos, a matriz de
Fibrina-FN, sendo importante para a producdo de componentes da MEC, no tecido de
granulacao e na etapa de formacéo de vasos sanguineos (angiogénese). A integrina
a5p1 também detém a adesao de fibroblastos a FN a matriz do tecido de granulacao
por diferenciacdo a miofibroblastos estimulada pelo TGF-B1 na etapa de cicatrizagao,
0 que parece que aumenta a capacidade de migracgéo de fibroblastos. Nesse contexto,
a integrina a5B1 serve como um mecanoreceptor mediando a montagem da matriz de
FN e os sinais a adeséo, proliferacao celular e a detencéo da migracao de fibroblastos
(JAKHUA et al., 2018).

O uso de proteinas nativas como a FN apresenta desvantagens em relacao a
motifs de reconhecimento celular como o tripeptideo RGD, no que tange a aplicacéo
médica. Entre elas, aumentam o risco de reacdo imune, de infeccbes e de
transferéncia de patdgenos, particularmente no caso de proteinas de fontes
cadaveéricas ou enxertos “xenos” (HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003; BELLIS,
2011). Diferentes abordagens para a melhoria de biomateriais incluem a reducéo de
adsorcao de proteinas nativas ou inespecificas, conhecida como propriedade “non-
fouling”, aperfeicoamento da adsorcdo de proteinas especificas, e modificacdo de
materiais pela imobilizagdo de motifs de reconhecimento celular para obter interagoes
controladas entre células e substratos sintéticos (HERSEL; DAHMEN; KESSLER,
2003).
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Os sitios de adeséo celular RGD foram identificados em outras proteinas da
MEC além da fibronectina, incluindo vitronectina, fibrinogénio, fator de von Willebrand,
coldgeno, laminina, osteopontina, tenascina e sialoproteina 6ssea, bem como em
proteinas de membrana viral, proteinas bacterianas e em venenos de serpentes
(PTAFF, 1997; ANDRADE et al., 2010). Mesmo assim, a sequéncia RGD nao € o motif
de reconhecimento celular universal, porém ela € Unica no que diz respeito a sua
ampla distribuicdo e uso. A conformacéo do loop contendo RGD e seus aminoacidos
flanqueados, nas respectivas proteinas, sdo os principais responsaveis pela afinidade
diferenciada para as integrinas (HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003).

Peptideos sintéticos pequenos contendo a sequéncia RGD podem reproduzir a
atividade ligante de integrina das proteinas de adesdo. O ligante contendo RGD
presente na superficie do material modificado é capaz de interagir especificamente
com seus receptores na membrana, as integrinas, sendo estas aV, a5p81, a8B1 e
allbB3, e é a ligagao entre as integrinas e as proteinas da MEC contendo RGD que
promove a migracdo, a adesdo, o crescimento e as vias de sinalizagdo celular
(ANDRADE et al., 2010; ZHANG et al., 2010; ENWEREM; WANG; LESZCZYNSKI,
2012).

A eficiéncia dos biomateriais, seja como substituintes de tecidos danificados,
como suportes para regeneracao tecidual ou mesmo como curativos, baseia-se na
habilidade da superficie do material de regular a adeséo celular (GOLDSTEIN, 2007).
Assim sendo, a incorporacéo de sitios de adesdo biomimeéticos, tais como peptideos
RGD, poderia ser feita para promover a adesao de tipos celulares selecionados, a
migracdo, a distribuicdo e a disposicdo celular em material bioativo, incluindo a
celulose bacteriana (ANDRADE et al., 2010).
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2. Objetivos

O objetivo principal € avaliar in vitro a potencialidade de utilizacdo de
membranas de celulose bacteriana (CB) modificadas com a introducao de peptideos
contendo a sequéncia RGD para aplicacdes futuras em processos de regeneracao

tecidual.

Os objetivos especificos incluem:

1. Obtencdo de membranas de CB sintetizadas a partir da cepa
Gluconacetobacter xylinus;

2. Realizacao de estudos de bioinformética para levantamento de dados
estruturais sobre os peptideos a serem sintetizados e suas interacdes
com proteinas de interesse;

3. Sintese quimica de peptideos contendo a sequéncia RGD (Arginina-
Glicina-Acido aspartico);

4. Obtencdo de membranas de celulose bacteriana contendo peptideos
RGD incorporados por adsorcao;

5. Caracterizagéo fisico-quimica para melhor entendimento da interacao
do peptideo com a membrana de CB;

6. Avaliacdo in vitro da potencialidade das membranas de CB
modificadas, quanto a capacidade de adesdo e proliferacdo de

fibroblastos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Andlise computacional do peptideo RGD como ligante e docking

a proteinas receptoras

Existem trés métodos de predicdo de estrutura proteica, a modelagem por
homologia, a modelagem via threading ou fold recognition, e ab initio, também
chamado de free modeling ou de novo.

A modelagem por homologia € geralmente o método utilizado quando é clara a
relacdo entre a sequéncia da proteina alvo e pelo menos uma estrutura conhecida.
Ela considera que dominios em sequéncias proteicas sdo entidades que tém evoluido
gradualmente e podem ser agrupados em um numero relativamente pequeno de
familias de dominios com sequéncia e estrutura semelhantes. Deste modo, estes
relacionamentos evolucionarios permitem o uso do método computacional por
homologia para prever a estrutura de sequéncias proteicas baseado na similaridade
com estruturas conhecidas (BARCELLOS et al., 2008).

A modelagem por threading utiliza o alinhamento de sequéncias para
desenvolver um modelo. Para proteinas que apresentam relacdo evolutiva remota,
ainda que a similaridade entre as sequéncias seja dificil de detectar, pode haver uma
similaridade estrutural, e o alinhamento das estruturas aparentemente é capaz de
identificar pares de proteinas homdélogas com menos de 10% de similaridade entre
sequéncias (BRENNER; CHOTHIA; HUBBARD, 1998).

A metodologia ab initio tem como objetivo predizer a estrutura tridimensional
de uma proteina, sua estrutura nativa, partindo da sequéncia de aminoécidos.
Geralmente admite-se que a sequéncia proteica se arranja em uma conformacao
nativa ou em um conjunto de conformacdes que esta proximo ou no minimo global de
energia livre. Para isso, realiza uma busca no espaco conformacional a fim de
encontrar a estrutura, ou as estruturas mais apropriadas, as quais sao assumidas
como sendo as que possuem menor energia livre (HARDIN, et al. 2002).

Neste trabalho, foram utilizados servidores que empregam o0 método de
predicdo de estruturas por threading, para os peptideos ligantes, e por homologia,

para as proteinas receptoras de interesse.
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A docagem ou ancoragem molecular € um procedimento computacional que
busca predizer a ligacdo ndo covalente entre macromoléculas ou, mais
frequentemente, de uma macromolécula (receptor) e uma molécula pequena (ligante)
eficientemente, comegando por suas estruturas nao ligadas, obtidas por simulacéo de
docagem, ou por modelagem molecular, qualquer que seja a metodologia empregada.
O objetivo € prever as conformacdes de ligacdo e a energia de afinidade (TROTT,;
OLSON, 2010). O processo de docagem envolve dois passos, a predicdo da
conformacao do ligante, bem como sua posi¢éo e orientacdo em relacdo ao sitio de
ligacao do receptor, o que é geralmente referido como “pose”, e a avaliagdo da energia
de afinidade (MENG et al., 2011).

O conhecimento sobre a estrutura tridimensional das estruturas proteicas é
essencial para o entendimento dos mecanismos funcionais, e para o desenvolvimento
racional de biomateriais e medicamentos. A modelagem computacional de estruturas
proteicas e o estudo das interacdes entre ligante e proteina receptora podem ser
metodologias alternativas uteis (DAHL; SYLTE, 2005).

No estudo computacional realizado, trés peptideos (L1, L2 e L3) foram
tridimensionalmente modelados como possiveis ligantes empregando o servidor
LOMETS (Local Meta-Threading-Server), um servi¢o online de predicao de estrutura
proteica que gera modelos tridimensionais mediante a coleta de alinhamentos de
modelos-alvo de maior pontuacdo de nove programas localmente instalados de
threading, sendo estes: FFAS, HHsearch, MUSTER, PPA, PRC, PROSPECT2, SAM-
T02, SP3, e SPARKS.

Modelou-se também duas estruturas proteicas (PA e PB) da base de dados
Protein Data Bank, junto com outras trés integrinas humanas (PC, PD e PE), da base
de dados UniProt Knowledgebase (UniProt KB) que foram utilizadas como receptor
padrdao. Estes foram modelados utilizando o servidor Phyre2 (Protein
Homology/AnalogY Recognition Engine), um servico online de predicdo de estrutura
tridimensional proteica que usa principios e técnicas de modelagem por
reconhecimento de homologia. Estas estruturas estdo descritas e identificadas na
Tabela 3.

Moléculas de agua foram removidas das estruturas cristalizadas e todas as

estruturas tridimensionais foram entdo refinadas através do Chiron, servidor que
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executa minimizacdo de energia de moléculas proteicas por meio de dinamica
molecular discreta com representacdo de todos os atomos de cada residuo da
molécula.

Os cinco modelos proteicos minimizados finais foram usados como receptores
de entrada para o programa de docagem molecular Autodock Vina, configurado para
prover as 9 melhores pontuacdes de afinidade entre ligantes e receptores.

As interagOes intermoleculares das melhores poses dos complexos docados,
ou seja, das moléculas ancoradas prevendo a orientacao preferencial do ligante em
relacdo a proteina de forma a dar origem a um complexo estavel, foram visualizadas,
organizadas e analisadas utilizando o médulo de diagrama de interacéo de ligante, do

software Maestro.

Tabela 3. Identificacdo de estruturas de ligantes e receptores modelados tridimensionalmente
por bioinformética.

Estrutura Sequéncia peptidica/ Descricao
modelada Base de Dados
L1 VTGRGDSPA Utilizada como ligante padrao;
presente na sequéncia nativa da fibronectina
humana (FN)
L2 VWTGRGDSPA Sequéncia analisada comparativamente

para sintese

L3 WTGRGDSPA Sequéncia analisada comparativamente
para sintese

PA PDB ID 3M7P Fragmento de FN
PB PDB ID 3VI3 Parte da integrina a531
PC UniProtKB ID 014713 Proteina de ligagao a fragao 1

de integrina humana

PD UniProtKB ID P05556 Receptor de FN, subunidade 3
(integrina 31)

PE UniProtKB ID P08648 Receptor de FN, subunidade a
(integrina ab)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir dos resultados obtidos a sequéncia derivada da fibronectina humana
(FN), especificamente os residuos 1521 a 1529 (Figura 4), contendo o “motif’
GRGDSP da FN, bem como a substituicdo do residuo de valina 1521, por um residuo

de triptofano, foram as sequéncias escolhidas para a sintese.

Figura 4. Estrutura primaria da regido 1511-1540 da fibronectina humana (A) e das
sequéncias peptidicas escolhidas para sintese (B e C).

1511/ DY TITVVY GV TGRGDSPASIS3SKPISINYRT40 (A)
VIS2ITGRGDSPAS? (B)
W15 TGRGDSPAS2 (€)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2. Preparacdo das Membranas de Celulose Bacteriana

As mantas (membranas) de CB foram preparadas em cultivo estatico das
bactérias G. xylinus (ATCC 23760) em frascos erlenmeyers de 500 mL e em tubos
descartaveis de 2 mL (tipo eppendorfs) com tempo de cultivo de 120 h a 28°C. O meio
de cultura utilizado foi composto por 0,4% (m/v) de extrato de levedura, 5% (m/v) de
glicose, 0,2% (m/v) de fosfato de potassio monobasico, 0,073% (m/v) sulfato de
magnésio e 2% (v/v) de etanol absoluto e &cido acético glacial. Apds atingir a
espessura de 5 mm, as membranas foram purificadas quimicamente para remogao
das células bacterianas das redes de celulose, utilizando-se solucdo aquosa de
hidroxido de sédio 1% (m/v) a 80°C por 1 h; posteriormente as membranas foram
submetidas a lavagens com agua destilada até atingir neutralidade, medida em
pHmetro, em seguida foram acondicionadas em &gua deionizada ou liofilizadas.

As membranas assim obtidas, especialmente as hidratadas, foram cortadas
com auxilio de moldes de 25 mm de diametro interno, portanto, obtendo amostras de

CB padronizadas de 5 mm de espessura com 25 mm de diametro.
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3.3. Sintese Quimica dos peptideos RGD

Dois peptideos, JGB1 e JGB2, contendo a sequéncia RGD (Figura 5), foram
sintetizados quimicamente pelo método da fase sdlida - SPFS (AMBLARD et al.,
2005), de acordo com o protocolo padrdo que emprega o grupamento base-labil Fmoc
como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecéo das
cadeias laterais de residuos de aminoécidos trifuncionais (CHAN; WHITE, 2000), em
seringas de polipropileno de 5 mL, munidas de filtros de polietileno porosos,

conectadas a um sistema a vacuo com frasco coletor de residuos.

Figura 5. Estrutura primaria dos peptideos RGD sintetizados.

Acetil-VTGRGDSPA-NH: Aceti-WTGRGDSPA-NH:
JGB1 JGB2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizou-se 1,2 g de uma resina Rink Amida MBHA (grau de substituicdo de 0,5
mmol/g), como polimero de partida. O residuo de triptofano foi introduzido na
sequéncia de JGB2, em substituicdo a valina para que, em caso de estudos de
identificacdo e quantificacdo, o peptideo possa ser detectado por técnicas
espectroscopicas.

Empregou-se Diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt) como
agentes de condensacdo. Na etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi utilizado
um excesso molar de 3 vezes em relacéo a escala inicial de sintese (0,6 mmols), tanto
para 0 Fmoc-aminoacido quanto para os agentes de condensacao, inicialmente em
DCM:DMF (1:1), por um periodo de 2 h. A desprotecdo dos grupos a-aminicos
(remocgéo do grupo base labil Fmoc), apos a entrada de cada aminoé&cido, foi realizada
empregando-se uma solucdo de 4-metil-piperidina 20% (v/v) em DMF.

A eficiéncia de entrada de cada Fmoc-aminoacido foi monitorada pelo teste de
ninidrina (KAISER et al.,, 1970) e, quando positivo (condensacédo incompleta), o
processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes.
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Apo6s o acoplamento dos primeiros oito aminoacidos, a massa de peptidil-resina
obtida foi dividida em duas partes, para que fosse acoplado outro aminoacido de cada
sequéncia, valina (JGB1) ou triptofano (JGB2), respectivamente.

A acetilacao final foi realizada empregando 10 equivalentes de anidrido acético,
em DMF, por 60 min. A clivagem final dos peptideos das resinas e a desprotecdo dos
grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada pelo tratamento das respectivas
peptidil-resinas com uma solucéo de clivagem contendo TFA (95%), agua deionizada
(2,5%) e triisopropilsilano-TIS (2,5%), em temperatura ambiente ndo controlada, por 2
h.

Peptideos, denominados bruto, foram precipitados, lavados com éter dietilico
gelado (cinco vezes) e dissolvidos em agua deionizada contendo acido acético 15%.
Apls essas etapas, 0s extratos brutos de cada peptideo foram liofilizados e

submetidos a purificacdo e caracterizacao.

3.4. Purificacao e caracterizacao

No geral, uma pequena fracdo de cada peptideo bruto liofilizado
(aproximadamente 1 mg) foi dissolvida em 1 mL de agua ultrapura, filtrada e
submetida a andlise qualitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em
escala analitica. A partir dos cromatogramas obtidos, a analise do tempo de retencao
e a porcentagem de solvente necessaria para eluicdo, determinaram as condicdes
relativas aos percentuais de solventes a serem utilizados para purificagdo dos
peptideos em escala semi-preparativa.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de ambos os peptideos

sintetizados foi realizada utilizando as seguintes condicoes:

¢ Analitica: UPLC Shimadzu Prominense, coluna de fase reversa Cis Phenomenex
Jupiter (250 x 4,6 mm), didametro da particula de 5 um e porosidade de 300 A.
Os solventes utilizados foram todos de grau cromatografico e a agua empregada
foi do tipo ultrapura. As condi¢cdes cromatograficas gerais incluiram os solventes
A (dgua contendo 0,045% de TFA) e B (acetonitrila (ACN)) contendo 0,036% de
TFA), em gradiente de 5 a 95% de B em 30 min, com fluxo de 1,0 mL/min e

comprimento de onda do detector de 220 nm.
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e Semi-preparativa: HPLC Shimadzu, coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex
Cis (250 x 10 mm), didmetro da particula de 10 um e porosidade de 300 A. Os

solventes utilizados foram todos de grau cromatogréafico e agua ultrapura. As

condi¢des cromatogréaficas gerais incluiram um gradiente linear de 5 a 95% de
solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA), em 90 min, com fluxo

de 3,0 mL/min e deteccdo a 220 nm, para ambos peptideos.

A caracterizacdo dos produtos apéds purificacdo foi feita através da
determinacdo da massa molecular, pela identificagdo e a confirmagao do pico com
massa molecular correspondente ao valor teérico do peptideo puro, empregando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/ESI-MS), utilizando
espectrometro de massas Bruker Amazon SL, em modo de ionizagéo positivo (ES-MS

positivo).

3.5. Funcionalizacao da celulose bacteriana

A incorporagdo do peptideo JGB2 na CB foi realizada pelo processo de
adsorcao. Para incrementar o nimero de sitios com possibilidade de interagir com o
peptideo, a membrana de CB foi funcionalizada inicialmente, pela incorporacédo de um
residuo do aminoacido lisina (K).

Para isso, inicialmente, o excesso de agua da CB foi removido por meio de
filtracdo a vacuo em filtro de placa porosa. Posteriormente, as membranas foram
imersas em dimetilformamida (DMF) por 48 h a 4 °C. Depois de completada a troca,
realizou-se a modificacdo da superficie da CB pela esterificagdo de Fmoc-Lys(Fmoc)
as hidroxilas livres da celulose. Foram utilizados 0,4 equivalentes de Fmoc-Lys(Fmoc),
e 0,4 equivalentes dos agentes de condensacéo 1,1’-cabonildiimidazol (CDI) (Sigma),
e N-metilimidazol (NMI) (Fluka) em DMF (Figura 6 - reacdao A). O tempo de
acoplamento foi de 2 h a temperatura ambiente ndo controlada. Apos a reacao foram

realizadas varias lavagens com DMF para remoc¢ao completa do excesso de reagente.
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Figura 6. Esquema da funcionalizacdo dos grupos -OH da superficie da membrana de CB. A.
Reacéo de esterificacdo das hidroxilas da CB e acoplamento do Fmoc-Lys(Fmoc). B. Reagéo
de desprotecdo dos grupamentos amino.
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:H:—> o N\Fmoc il kil ©
eus® 2NV 20%/DMF
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Fonte. Elaborado pelo autor.

A incorporacdo da Fmoc-Lys(Fmoc) as membranas de CB foi quantificada
empregando andlise espectrofotométrica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
pela liberacdo do grupo cromoforo Fmoc em solucao de 4-metil-piperidina por 1 h a
temperatura ambiente (Figura 6 - reacdo B). Para tal, fez-se uso um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis 1601PC duplo feixe, em comprimento de onda
fixo de 290 nm, regido de maxima absor¢do do grupo Fmoc, além de cubetas de
guartzo com caminho O6ptico de 10 mm e solucdo recém-preparada de 4-metil-
piperidina 20% (v/v) em DMF (SASKA et al., 2012a).

As membranas de CB com massa conhecida (aproximadamente 1 mg) foram
colocadas no interior de uma cubeta, seguido da adicdo de 3 mL da solucdo de 4-
metilpiperidina 20% (v/v) em DMF. Apds agitacdo constante efetuou-se a leitura
espectrofotométrica, contra um branco onde a amostra é omitida. O processo de
agitacao e leitura foi repetido até a constancia do valor de absorbancia final, e
utilizando para o célculo do grau de incorporacdo (Gl) da lisina as amostras de
celulose, a equacao 1 (CHAN; WHITE, 2000).

Gl (mm01)=( damostra ) (Equag&o 1)

g 1,75 X Mgmostra

Gl = Grau de incorporagdo (mmol.g?), Aamesta = Absorbancia da amostra, Mamoesra = Massa da

amostra (mg).
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Para se aumentar o GIl, um novo processo de incorporacao de residuo de lisina
foi realizado, empregando-se novamente o derivado Fmoc-Lys(Fmoc). Neste caso,
foram utilizados DIC (diisopropil-carbodiimida), na presenca de HOBt (1-
Hidroxibenzotriazol), como agentes de condensacao, sendo DMF e DCM (1:1) como
mistura de solventes. O excesso molar de Fmoc-Lys(Fmoc) e dos agentes acilantes
foi de aproximadamente 3 vezes em relacdo a quantidade de Lisina incorporada
previamente. Ao final do periodo de acoplamento (aproximadamente 12 h) foi
realizada nova quantificagao do teor de lisina total incorporada.

Apoés a incorporacao da lisina, as membranas foram lavadas exaustivamente
com agua ultrapura e liofilizadas para seguir com a adsorcéo do peptideo JGB2.

Para isso, preparou-se uma solucdo aquosa (100 pmol.L?) do peptideo JGB2,
guantificada em um espectrofotdometro Shimadzu UV-Vis 1601PC duplo feixe, em
comprimento de onda fixo de 280 nm, com cubetas de quartzo de caminho éptico de
10 mm (coeficiente de extincdo 5.680). As membranas foram imersas em 1 mL desta
solucéo, por 72 h, a4 °C (SASKA et al., 2012a). Ao final deste periodo, as membranas
foram lavadas duas vezes, com um volume de 150 mL de &gua deionizada para
remocdo do excesso de peptideo ndo adsorvido e depois foram liofilizadas por 24 h.
A diferenca entre a concentracao inicial do peptideo em solucéo e a concentracdo na
agua recuperada apos lavagens da membrana resultou em uma concentracao

estimada de peptideo adsorvido.

3.6. Caracterizagdo das membranas

3.6.1.  Angulo de contato

A manifestacdo mais visivel da interacdo de um dado sélido com a 4gua € a
molhabilidade da superficie do mesmo, que é definida como a adsorcao de moléculas
de agua na interface sélido/agua (GLEMBOTSKII et al., 1972). A condicdo essencial
para que a agua flua sobre a superficie de um dado solido é que a forca de adesao
entre a agua e o sélido exceda o trabalho de coeséo da agua.

A chamada energia de coesdo (especifica) € decorrente da atracdo mutua

entre as moléculas da mesma substancia (agua, por exemplo), oriunda de ligaces
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guimicas diversas, incluindo as de dipolos instantaneos de London-van der Waals
(LEJA, 1982). A adeséo é a interacdo mutua exercida por moléculas em duas fases
distintas (dgua e so6lido). Assim, quando ocorre o espalhamento da gota do liquido ou
molhabilidade em grau variado, a forca de adesao entre as moléculas das duas fases
supera a forca de coesdo. Por outro lado, quando a forca de atracdo entre as
moléculas é superior a forca de coesédo entre as fases, ndo ha molhabilidade ou
espalhamento da gota (SHAW., 1975).

O grau de molhabilidade de uma superficie solida é expresso qualitativamente
pela magnitude do angulo de contato (6) que € o angulo formado entre a gota do
liqguido e a superficie do solido.

O valor do angulo de contato entre o liquido (no caso, a gota de agua
deionizada dispensada) e o s6lido, que € a amostra analisada, varia entre 0° e 180°.
Este angulo formado entre superficies caracteriza a propriedade de molhamento do
material. Quando um solido é completamente molhavel pela agua ou solu¢do aquosa
€ caracterizado como hidrofilico, enquanto o termo solido hidrofébico denota uma
molhabilidade parcial do mesmo pela fase aquosa.

A hidrofobicidade é caracterizada quando ha formacéo de um angulo de contato
acima de 90°, ndo havendo o molhamento do sélido pelo liquido, pois o liquido ndo se
espalha (Figura 7a). Quando o angulo € menor que 90°, o liquido se espalha sobre a
superficie solida e ha o molhamento, o material é caracterizado como hidrofilico
(Figura 7b). O angulo de aproximadamente 0° €& atribuido ao material com

molhabilidade total, pelo espalhamento completo do liquido (Figura 7c).

Figura 7. Angulos de contato da intercepcéo do liquido com a superficie solida: (a) ndo
molhante; (b) molhamento parcial; (c) espalhamento total.

a) b) c)
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Fonte: LUZ; RIBEIRO; PANDOLFELLI (2008).
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As medidas de angulo de contato foram realizadas no Laboratério do Grupo de
Polimeros do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, USP, utilizando um equipamento
Gonidometro KSV CAM200 composto por uma camera CCD (Charge Coupled Device)
firewire (512x480) com zoom 06tico telecéntrico, um porta amostras e um suporte de
fixacdo de microseringas.

O método utilizado foi o de gota séssil, utilizando agua deionizada (tenséo
superficial: 72,30 mN/m). A gota foi dispensada com auxilio de uma microseringa, com
uma agulha de 0,5 mm de didmetro, com um volume de gota de 3 pL, numa velocidade
de gotejamento de 1 yL.s? sobre as superficies das membranas. O angulo de contato
estético foi medido 10 s ap0s a dispensacao da gota (T=10 s), em diferentes pontos
da superficie das membranas secas. As imagens das gotas sésseis foram analisadas
utilizando o software CAM 200.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6.2. Microscopia Eletrénica de varredura de Alta
Resolugédo de emissédo de campo (MEV-FEG)

As micrografias das amostras foram obtidas em um microscépio eletrénico de
varredura de alta resolucdo de emissdo de campo JSM-7500 (software de operacéo
PC-SEM v 2.1.0.3) equipado com detectores de elétrons secundario, retroespalhados
e analise quimica (energy dispersive spectroscopy - EDS) da marca Thermo Scientific,
modelo Ultra Dry (software de operagcdo NSS 2.3).

Cada amostra foi colocada em uma porta amostra de cobre, sendo recobertas
por uma camada de ouro de espessura de 6 nm (20s, tensdo de 3 kV e corrente de
15 mA) para posterior analise de sua superficie e sec¢ao transversal das amostras de

CB pura, funcionalizadas com lisina e contendo o peptideo JGB2.

3.6.3. Difratometria de Raios-X (DRX)

A determinacdo da estrutura cristalina a partir de padrdes de raios-X foi
realizada no Laboratério Computacional de Analises Cristalograficas e Cristalinas
(LabCACC) do Instituto de Quimica da UNESP-Campus de Araraquara, SP,
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empregando um difratdmetro Rigaku Rint 2000 (Anodo Rotatério), com filtro de niquel
e radiagcdo de Cu (Ka), com varredura angular entre 5° a 80° (20) com passo de
0,02 s e 5°.min.

As amostras de CB pura ou CB funcionalizada com uma ou duas lisinas (K),
contendo o peptideo JGB2 adsorvido (CB, CB-JGB2, CBK-JGB2 e CBKK-JGB2)
foram fixadas sobre um suporte de vidro. Os difratogramas foram tratados utilizando
o software OriginPro 8 SRO, v8.0724 (B724), da OriginLab Corporation, para efetuar
a normalizagao das intensidades.

A DRX é uma técnica de caracterizacdo estrutural utilizada para identificar
compostos cristalinos, através da qual os planos cristalinos e suas respectivas
distancias interplanares, assim como as densidades de &tomos ao longo de cada
plano, sdo os parametros que caracterizam de forma Unica e especifica cada material
cristalino.

Membranas de CB sao materiais semi-cristalinos e produzem amplos picos de
difracdo. CB é uma estrutura composta de celulose, la e I8, que podem ser
encontrados lado a lado. O polimorfo la predomina na CB (MOON et al., 2011) embora
apos tratamento alcalino ou hidrotérmico la transforma-se, pelo menos parcialmente,
para IB. Também celulose | pode ser convertida na forma cristalina mais estavel,
celulose 1l (MANSIKKAMAKI et al., 2007).

O indice de cristalinidade relativa (ICr) das membranas de CB foi calculado
segundo métodos descritos (POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013; SEGAL, et al.,
1959) a partir das bandas de intensidade do difratograma, de acordo com a equacéao
2:

IC, = (w) 100 (Equacio 2)

I(200)

Na equagédo 2, lpoo) € a intensidade maxima de difracdo no plano (2 0 0) em
206=22,8° e a intensidade entre (2 0 0) e (1 1 0) é o pico da parte amorfa (lam) em
26=18°.
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3.6.4. Espectroscopia no Infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR foram obtidos em um equipamento VERTEX70 da
BRUKER, com fonte de Laser de HeNe (emite radiagdo na regiao do infravermelho
médio), detector DLaTGS e faixa de espectral: 4000-400 cm™ modelo ATR, resultando
em % de transmitancia com resolucédo de 0,4 cm™. Foi utilizado o acessoério de ATR
(Attenuated Total Reflectance) em janelas de KBr, para a obtencdo do espectro
diretamente das amostras de membranas de CB pura, ou contendo o peptideo ou
modificadas contendo o peptideo.

3.7. Liberacéo do peptideo da membrana de celulose

A liberacéo do peptideo JGB2 das membranas de CB liofilizadas foi avaliado
por espectroscopia de fluorescéncia, sendo tracados inicialmente os espectros de
absorcéo e fluorescéncia do peptideo livre a fim de determinar as condicbes de
excitacdo e emissdao. Com isso, tragou-se uma curva padrao de fluorescéncia do
peptideo JGB2, a 37 °C, para auxiliar na quantificacdo do peptideo liberado das
respectivas membranas de CB.

As membranas foram imersas em 14 mL de solugdo PBS (tampéo fosfato pH
7,40), volume este suficiente para preencher todo sistema de liberagdo. As amostras
foram mantidas sob agitagdo constante a temperatura ambiente, durante todo periodo
de andlise.

As aquisicdes dos dados da concentracdo de peptideo liberado foram
monitoradas em um sistema fechado, acoplado a um espectrofotometro de
fluorescéncia VARIAN CARY ECLIPSE (Analysis Package Software) por meio de
mangueiras de silicone ajustadas a uma cubeta de fluxo de 450 pL (Helma QS 10 x 4
mm), sendo o fluxo de solu¢cdo mantido constante por uma bomba peristaltica Miniplus.
O tempo total de aquisicdo dos dados foi de 72 h, monitorado da seguinte maneira: a
primeira medida foi feita no tempo inicial (t = 0 min), seguido de medidas realizadas a
cada 1 min durante 60 min, depois a cada 30 min até completar 8 h e, por fim, medidas
feitas a cada uma hora até completar as 72 h de analise. As medidas foram realizadas

em duplicata.
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3.8. Andlises in vitro

As membranas utilizadas nos ensaios in vitro foram preparadas na forma de
discos com 6 mm de diametro, esterilizadas com raios-y 25 kGy, imergindo-as no meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - Sigma) por 10 min e colocadas no

fundo de pocos individualizados (n=4) de placas de 96 pocos esterilizadas.

3.8.1. Cultivo da linhagem L929

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no laboratério de Imunologia
Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Campus de Araraquara,
SP, utilizando células de fibroblastos da linhagem tumoral de fibrossarcoma de tecido
conjuntivo murino (clone L929).

As células de fibroblastos L929 foram cultivadas em meio DMEM acrescido de
10% de soro fetal bovino inativado (Sigma), gentamicina a 40 mg.L™?, penicilina a 1
uL.mL* e estreptomicina a 1 yL.mLt. As células foram cultivadas em garrafas de
cultura estéril (Corning, Inc.) a 37 °C, 5% CO: e 95% umidade. Para a manutencgéo da
cultura, as células foram repicadas para novas garrafas até atingirem cerca de 80%
de confluéncia, avaliando a progressdo da cultura por microscopia. Apés o
crescimento das células o meio foi descartado, a suspensao celular lavada com
solucdo PBS e as células desprendidas das garrafas utilizando uma solucédo padréo
de tripsina 10%.

A suspensao celular tratada com tripsina foi centrifugada a 300xg por 10 min a
4 °C. Posteriormente, o pellet de células foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM. A
10 pL desta suspenséo celular foi adicionado 90 pL de azul de Trypan 0,04%. Desta,
10 uL foram transferidos para uma camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,
Germany), onde as células viaveis foram contadas em microscoépio Optico. A partir da
contagem celular, a suspenséo celular foi ajustada para obter uma densidade celular
de 5x10* células/poco.

O numero de células correspondente calculado em relacéo ao grupo controle

positivo (células viaveis), considerado como 100%.



Materiais e Métodos 44

3.8.2. Viabilidade Celular

A andlise de viabilidade celular foi realizado empregando o método
colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio, Sigma)
gue sinaliza a atividade metabdlica das células, baseado na reacdo de reducao do
MTT por proteinases mitocondriais ativas, apenas em células viaveis, produzindo
cristais de formazana (cor purpura).

Neste ensaio, as células foram semeadas em placa de cultura estéril de 96
pocos contendo as amostras de CB, CB liofilizada, CB-JGB2, CB-JGB2 liofilizada,
CBKK-JGB2, CBKK-JGB2 liofilizada. Foi utilizada uma densidade de 5x10%
células/pogo em 200 uL de meio de cultura. O controle positivo foi preparado contendo
apenas as células em meio de cultura e o controle negativo (branco), apenas o meio
de cultura DMEM e isopropanol.

As placas foram incubadas por periodos de 24, 48 e 72 h em estufa a 37 °C
com 5% de CO:2 (Forma Scientific), com troca do meio de cultura apos dois dias, para
a amostra de 72 h. Apds cada respectivo periodo de incubacgdo, o sobrenadante era
descartado e as células lavadas com 100 pL de solug&o salina tamponada de fosfatos
(PBS) estéril. Logo apés o descarte do sobrenadante, foram adicionados 200 uL de
uma solucdo de MTT 1,0 mg.mL™* diluida em solucdo PBS e meio de cultura DMEM
(sem vermelho de fenol), na proporgéo 1:4, por 4 h a 37 °C com 5% de CO..

Decorrido este periodo, os sobrenadantes foram descartados e as membranas
foram lavadas com 100 uL de solugao PBS estéril. Posteriormente, foram adicionados
a cada poco 100 yL de alcool isopropilico e incubado durante 15 min sob agitacéo
para dissolver os cristais formados. Em seguida, o volume de cada poco foi transferido
para uma nova placa de 96 pocos e a densidade 6tica foi medida em um leitor de
microplacas (Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems) com um filtro de 570
nm.

Os testes foram realizados em quadriplicata, em periodos diferentes.

Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada empregando o programa

estatistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.), no qual aplicou-se a
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analise de variancia (ANOVA) fator unico, com teste de Tukey como pos-teste e

determinacao do nivel de significancia para p < 0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Andlise computacional do peptideo RGD como ligante e docking

a proteinas receptoras

A partir do estudo computacional descrito no item 3.1, foi possivel modelar
tridimensionalmente os trés peptideos para analise de ligantes, cujos exemplos estédo

apresentados nos modelos da Figura 8 (A, B e C).

Figura 8. Modelo tridimensional dos peptideos RGD analisados, sendo L1 (A) utilizado como
referéncia, L2 (B) e L3 (C) as duas sequéncias de interesse para comparacao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quanto a andlise comparativa das interagfes intermoleculares das melhores
conformacdes tridimensionais dos complexos docados, trés exemplos estao ilustrados
na Figura 9, mostrando uma conformacéo de cada um dos trés ligantes em relagéo
ao sitio de interacao da estrutura PA. Nesta etapa foi analisada a interacdo entre os 3
ligantes e cada uma das 3 proteinas. Para cada interacdo ligante-receptor foram
obtidas 9 pontuacdes de afinidade, e a partir das pontuacdes foram escolhidas as 3

melhores para serem visualizadas.
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Figura 9. Diagrama de interacdo de ligante do Maestro entre PA e L1 (A), L2 (B) e L3 (C).

VAL
y ™ 110

Fonte: Elaborado pelo autor.

A pontuacéo de energia de afinidade obtida pelo software AutoDock Vina foi
baixa entre os complexos ligante-receptor. Todavia, o diagrama de interacdo de
ligantes realizado pelo software Maestro revelou maior namero de interacdes
intermoleculares entre os complexos docados do L3.

Estes resultados sugeriram maior probabilidade de interacdo entre as proteinas
testadas e a sequéncia peptidica L3, em alguns casos até mais favoraveis que a
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sequéncia nativa L1. Assim sendo, L3 (WTGRGDSPA) demonstrou ser a sequéncia
mais promissora como peptideo ligante, e por este motivo foi escolhida para a sintese

guimica e demais ensaios.

4.2. Sintese, purificacdo e caracterizacao dos peptideos RGD

A sintese de peptideos poderia ser explicada, em nivel bastante basico, como
a formacao quimica repetida de ligag6es amida com a finalidade de conectar fun¢des
amina e carboxilica de aminoacidos adjacentes (MARCHETTO, 2006).

Os métodos de sintese quimica de peptideos se dividem em duas categorias:
em fase sdlida ou em solucéo. Classicamente, como a maioria das reacdes organicas,
todo processo associado a sintese de um peptideo ocorria em solugdo. Ha mais de
cinco décadas, uma inovadora metodologia introduziu o uso de polimeros insoliveis
como suporte para o crescimento das cadeias peptidicas. Neste método, denominado
sintese de peptideos em fase sélida (SPFS), o grupo carboxilico do aminoacido
terminal esta unido covalentemente a um polimero solido, de forma que a cadeia
peptidica em crescimento encontra-se firmemente ligada a uma particula
completamente insolluvel nos solventes utilizados, podendo ser submetida a filtracao
e a lavagens (AL-WARHI; AL-HAZIMI; EL-FAHAM, 2012).

O sucesso na sintese quimica de peptideos depende de uma combinacao
eficiente de grupos protetores e de reagentes de acoplamento. A formacao da ligacéo
peptidica entre os aminoacidos adjacentes depende de duas etapas, a ativacdo do
componente eletréfilo, o grupo carboxilico (C carbonilico do &cido) e o ataque
nucleofilico pelo grupo amina do aminoacido que permanece ligado a resina, processo
este que estd esquematizado na Figura 10 (AL-WARHI; AL-HAZIMI; EL-FAHAM,
2012).

Portanto, o crescimento da cadeia peptidica na SPFS é realizado da
extremidade C-terminal para a N-terminal, de forma a evitar a perda de quiralidade do

residuo associado ao grupo carboxilico que esta acoplando.
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Figura 10. Esquema da formacédo de uma ligacdo peptidica entre um aminoacido C-terminal
(ligado a uma resina R) e um aminoacido adjacente na sequéncia

R R
R O
®_ 0 \H/J\ . Reagente de acoplamento ®_ 0 w) K( NHR?
‘ﬁi’ NHR? g N
0 0 o H |

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma questdo chave na sintese de peptideos € a protecdo ou bloqueio dos
grupos funcionais reativos que ndo estdo diretamente envolvidos na formacao da
ligacdo peptidica. Existem dois tipos de protetores, os temporarios, que S&o
eliminados a cada ciclo da sintese e que normalmente protegem a funcdo amina do
aminoacido que esta sendo acoplado, e os permanentes, que protegem 0S grupos
funcionais reativos das cadeias laterais de todos aminoacidos da sequéncia, que
continuam estaveis durante todos os ciclos e que sdo removidos apenas no final da
sintese (MARCHETTO, 2006).

A estratégia adotada neste trabalho foi a Fmoc/tBu, que emprega o grupo 9-
fluorenil-metiloxicarbonila (Fmoc) como grupo protetor temporario da fungcdo a-amina,
gue é eliminado a cada etapa pelo uso de uma base de forca moderada e, como
protetor das cadeias laterais, o grupo terc-butila (tBu) e derivados, labeis na presenca
de &cidos como o trifluoroacético.

A ativagdo do grupo carboxilico € feita por reagentes de acoplamento ou de
condensacdo, que podem ser de varios tipos; neste trabalho foram usadas
carbodiimidas, que sao eficientes e de custo relativamente baixo.

A sintese dos peptideos, JGB1 e JGB2, foi desenvolvida pela metodologia da
fase solida (SPFS) e a resina de partida foi uma Rink Amida MBHA (Figura 11). O uso
desta resina, justifica-se pelo fato de que, ao final da sintese, os peptideos produzidos
apresentam um grupamento amida na extremidade C-terminal, simulando uma ligacéo
peptidica nesta regido, uma vez que o residuo da extremidade C-terminal deste
peptideo corresponde a um residuo interno da sequéncia da FN. A mesma justificativa
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se aplica no caso da acetilacéo, ao final da sintese, do residuo N-terminal. O objetivo,
€ obter uma sequéncia peptidica, sem carga efetiva nos residuos terminais, assim

como ocorre na proteina de origem.

Figura 11. Estrutura molecular parcial de uma Rink Amida MBHA Resina

FmOC‘NH OCH,

@ o ‘ ‘ OCHs

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apoés os acoplamentos dos primeiros oito aminoacidos, a massa de peptidil-
resina obtida na sintese foi de 1439 mg, a qual foi dividida em duas fracdes. Com a
primeira fracéo, de 764 mg, prosseguiu-se com o acoplamento da valina (JGB1) e com
a segunda, de 675 mg, o acoplamento de triptofano (JGB2), seguindo o protocolo
descrito no item 3.3.

Cada uma das peptidil-resinas (300 mg) resultante do processo sintético foi
submetida ao processo de clivagem utilizando 1 mL de solucdo de clivagem (TFA
95%, agua deionizada 2,5% e TIS 2,5%) para cada 100 mg de peptidil-resina, a
temperatura ambiente por 2 h sob agitacdo. ApGs o procedimento de clivagem, foi
realizada a extracdo dos respectivos peptideos JGB1 e JGB2 com &cido acético 15%
em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um filtro de
polietileno poroso acopladas a um sistema de vacuo com frasco coletor para cada um
dos peptideos extraidos. O extrato bruto de cada peptideo foi liofilizado e o valor da
massa obtida para JGB1 e JGB2 foram 60 mg e 62 mg, respectivamente.

Apos a clivagem final dos peptideos das resinas e a desprotecao dos grupos
protetores das cadeias laterais, foi realizada a andlise e a purificacdo dos peptideos
brutos, de acordo com as condi¢des descritas no item 3.4, e os perfis cromatogréficos
obtidos estéo representados nas Figuras 12 e 13, antes e apoés a purificacdo, para fins

comparativos.
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Figura 12. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo JGB1 antes (A) e
apos purificagdo (B). Coluna de fase reversa Cig Jupiter Phenomenex (250 x 4,6 mm; 5 ym;
300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detecc&o a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo JGB2 antes (A) e
apos purificacdo (B). Coluna de fase reversa Cig Jupiter Phenomenex (250 x 4,6 mm; 5 um;
300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detecc&o a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O parametro tempo de retencdo dos peptideos purificados foi mantido em
relacdo ao cromatograma correspondente na andlise do extrato bruto, e a pureza
relativa foi de 99,9% para ambos peptideos, indicando que o método aplicado para o
processo de purificacéo foi adequado.

A confirmacéo da identidade dos produtos obtidos foi efetuada empregando um
espectrometro de massas Bruker Amazon SL acoplado a um cromatégrafo de fase
liguida Shimadzu no modo de ionizacao positivo. O espectro de massas apresenta a
razdo massa molecular/carga (MM/z), em que as massas moleculares obtidas

experimentalmente podem ser calculadas empregando a equacao 3:

MMglipept = (MM . 2) — (2 . MMH") (Equagédo 3)

MMpoiipept = @ massa molecular do polipeptideo em andlise; MM = a razdo massa molecular/carga
obtida pela espectrometria de massas; z = numero de cargas que contém o polipeptideo (z =1, 2, ...)
e MMy* = massa molecular do hidrogénio protonado, de valor 1,008 g.mol™.

Os espectros de massas obtidos pelo método eletrospray positivo [ES m/z: (M

+ H)*] sdo apresentados nas Figuras 14 e 15.

Figura 14. Espectro de massas do peptideo JGB1. Condi¢des de ESI-MS: capilar: 3kV, cone:
37 kV, modo de ionizacdo ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15. Espectro de massas do peptideo JGB2. Condi¢cbes de ESI-MS: capilar: 3kV, cone:
37 kV, modo de ionizacdo ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nos espectros de massas anteriores constatou-se que os valores
MM/z obtidos para os peptideos JGB1 e JGB2 estdo de acordo com os valores

tedricos calculados (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da andlise de espectrometria de massas. Razdo massa molecular/carga
(g.mol?) tedrica calculada

Massa Molecular Obtida Massa Molecular Obtida
i Massa molecular
Peptideo o [ES m/z(M+H)*] [ES m/z(M+2H)*?]
tedrica (g.mol?)
(g.mol?) (g.mol?)
JGB1 899,45 899,59 899,38
JGB2 986,46 985,99 985,78

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos foram compativeis com os valores teoricos calculados,
confirmando a identidade das estruturas peptidicas sintetizadas, o que evidencia que

os procedimentos adotados para sintese, desprotecéo, clivagem e purificacdo foram
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realizados com éxito. O rendimento apos o processo de purificacdo foi de 35 mg para
os dois peptideos (JGB1 e JGB2).

O peptideo JGB2 foi o escolhido para os estudos de funcionalizacdo da CB,
pelo fato da modificagdo do residuo de valina por um triptofano, ndo ter provocado
alteracbes substanciais na molécula, segundo resultados de docking, e permitir

guantificacbes espectroscopicas pela presenca deste aminoacido aromatico.

4.3. Funcionalizacdo e incorporacéo do peptideo JGB2 ao suporte de

celulose bacteriana

Anteriormente a incorporacéo do peptideo JGB2, a CB foi funcionalizada com
um residuo de lisina, para elevar o numero de sitios com possibilidade de interacao
com o peptideo. Para isso, empregou-se lisina com os dois grupos amina (a e €)
protegidos com o grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc).

A quantificacdo ou o Grau de Incorporacdo (Gl) do aminoacido Fmoc-
Lys(Fmoc) na membrana de CB foi realizado por medidas espectrofotométricas, em
triplicata (n=3). Os valores obtidos inicialmente resultaram em uma média de 0,035
mmol.g™*. Este Gl foi considerado baixo, e por esta razdo, um segundo residuo de
lisina foi incorporado, nas mesmas condicdes descritas no item 3.5 empregando,
neste caso, DIC como agente de acilacdo, na presenca de HOBt. Ao final do periodo
de acoplamento (aproximadamente 12 h) e respectivas lavagens, foi realizada nova
guantificacao do teor de lisina total incorporada.

Assim sendo, o Gl médio final de Fmoc-Lys(Fmoc) as membranas de CB foi
equivalente a 0,157 mmol.g, quatro vezes maior que na primeira reagéo, resultado
considerado adequado, de tal forma que, procedeu-se em seguida com a desprotecéo
dos grupos amina da lisina recém-incorporada. Em seguida, as membranas foram
lavadas exaustivamente com agua ultrapura e liofilizadas para posterior incorporagédo
do peptideo JGB2.

Assim, a incorporacdo do peptideo JGB2 foi realizada pelo processo de
adsorcao, onde intervém interacbes moleculares por ligagdes de hidrogénio, cuja
liberacao posterior deve ocorrer com a elevagéo da forga ibnica do meio (condi¢cbes
biolégicas) (SASKA, et al. 2011).
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A concentracdo inicial real da solucdo do peptideo JGB2 foi determinada
experimentalmente como sendo de 100 pumol.L?, e o volume utilizado para imerséo
das membranas foi de 1 mL, ou seja foi utilizada uma quantidade maxima de 100
nmols do peptideo.

Posteriormente, ap0s as devidas lavagens, as membranas liofilizadas foram
acondicionadas em envelopes apropriados para serem esterilizadas com radiacao
gama a 25 kGy. Este processo de esterilizagdo foi adotado de acordo com trabalhos
anteriores que indicam que a CB né&o sofre alteracdes estruturais significativas nem
perda de propriedades quando submetida a este método de esterilizacdo por radiacao
gama, independentemente da dosagem (SASKA, et al. 2012b; STOIC-GUZUN, 2013).

4.4. Caracterizagdo das membranas
4.4.1.  Angulo de contato

Na Figura 16 estdo representadas as imagens capturadas através da camera
acoplada, durante as medidas de angulo de contato, e mostram a interface liquido-
superficie para as amostras de CB pura, CB-JGB2, CBKK e CBKK-JGBZ2,
imediatamente apds 5 s da dispensacéo da gota de agua deionizada.

As medidas de angulo de contato evidenciam que a funcionalizagdo da CB com
residuos de Lisina diminui ligeiramente a molhabilidade da membrana (Tabela 5),
basicamente devido a uma pequena reducédo na energia superficial da CB, provocada
pela heterogeneidade quimica da CB modificada comparada a CB pura. A
esterificacdo das hidroxilas reativas da CB com a Lisina pode ter provocado um
aumento nas interacfes intermoleculares, especificamente entre as hidroxilas néao
reativas e 0s grupos amina recém introduzidos, refletindo em uma diminuicdo na
rugosidade da CB e consequentemente na sua molhabilidade (aumento no valor do
angulo de contato).

Por outro lado, a adsorcdo do peptideo JGB2, independentemente da
membrana, funcionalizada com Lisina ou ndo, resultou em uma diminuicdo na medida
do angulo de contato. Neste caso, a adsorcdo do peptideo JGB2 aumentou a
guantidade de grupos hidrofilicos livres (ligagcbes amida, grupos carboxilicos e

aminas), diminuindo o angulo de contato e consequentemente aumentando a
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molhabilidade, pelo fato de que a energia de superficie das membranas contendo o
peptideo adsorvido € maior que as membranas sem o0 peptideo. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por Bodin e colaboradores (2007), em ensaio

semelhante de funcionalizacdo de membrana de CB com conjugado xiloglucano-RGD.

Figura 16. Imagens capturadas pela camera CCD, no ensaio de angulo de contato para a
membrana secas de CB pura (A); membrana de CB-JGB2 (B); membrana de CBKK (C) e
membrana de CBKK-JGB2 (D).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5. Valores mensurados do ensaio de angulo de contato para as amostras de CB, CB-
JGB2, CBKK e CBKK-JGB2. T=5 s, n=3.

Amostra Média (°) Desvio padréao (°)
CB 33,74 2,45
CB-JGB2 21,86 1,48
CBKK 41,15 0,37
CBKK-JGB2 26,53 2,58

Fonte: Elaborado pelo autor.



Resultados e Discussao 57

A adesdo e a proliferacdo celular sdo processos complexos, que nhao
dependem apenas da hidrofilicidade, mas também de interacbes quimicas especificas
entre os ligantes acoplados a superficies bioativas. A celulose é essencialmente
hidrofilica devido a presenca de grupos hidroxila livres na superficie, o que faz com
gue seja um material Gtil para suporte de crescimento celular (KALASKAR, et al.,
2008).

Todas as amostras podem ser caracterizadas como hidrofilicas segundo os
parametros designados no ensaio de angulo de contato, visto que todas apresentaram
B < 90°, e esta propriedade de superficie propicia melhor interacdo com as células.
Contudo, a maior energia de superficie das amostras contendo o peptideo pode
favorecer a adesao e a proliferacéo celular se comparada a CB pura.

Estudos anteriores mostraram que a superficie mais hidrofilica de alguns filmes
de diferentes materiais resulta em uma adesdo celular muito maior na superficie
(GODDARD; HOTCHKISS, 2007). Por exemplo, a adesdo de osteoblastos foi
diminuida quando o angulo de contato da superficie de um material aumentou de 0°
para 106°. Em outro estudo, foram encontrados fibroblastos com adesdo maxima,
guando angulos de contato foram entre 60° e 80° (WEI et al, 2009).

Além disso, a hidrofobicidade da superficie esta relacionada com a taxa de
disseminagdo e diferenciagdo celular. Nas superficies hidrofilicas, as células
mostraram boa disseminacgéo, proliferacdo e diferenciacdo. Osteoblastos de ratos
7F2, em superficie hidrofilica (angulo de contato = 24 — 31°) demonstraram atividade
metabdlica acelerada e osteodiferenciacdo, quando comparadas com as contrapartes

nao modificadas e mais hidrofobicas (angulo de contato = 72°) (YILDIRIM et al., 2010).

4.4.2. Microscopia Eletrénica de varredura de Alta
Resolugao de emissao de campo (MEV-FEG)

A Figura 17 mostra as fotomicrografias das membranas de CB pura e
modificadas, todas liofilizadas. Estas exibem nanofibras de rede tridimensional de
tamanhos e espessuras aleatorias interconectadas em forma de uma estrutura porosa
heterogénea, provavelmente devido ao processo de liofilizacdo. As imagens nao

mostram alteracbes das fibras ou algum tipo de material inserido nos poros da
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estrutura apos funcionalizacdo das membranas com lisina. No entanto, a espessura
das fibras diminui ligeiramente com o processo de funcionalizagcdo com Lisina, o que
pode indicar que a funcionalizag&o consiste principalmente em camadas finas que
envolvem as fibras individuais. Estes resultados sdo comparaveis aos relatados por
SASKA e colaboradores (2012b) e ROUABHIA e colaboradores (2014), mostrando
gue a funcionalizacdo das membranas nao altera a morfologia das nanofibras da CB.

Figura 17. Micrografias de MEV mostrando a superficie das membranas liofilizadas de CB
pura (A), CBK-JGB2 (B) e CBKK-JGB2 (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A andlise da espessura das fibras da superficie das membranas de CB,
realizado com o programa ImageJ, revelou que a amostra de CB apresentou fibras na
ordem de 15 a 25 nm (média de 23 nm), a CB funcionalizada com uma lisina contendo
0 peptideo (CBK-JGB2) entre 9 e 25 nm (média de 20 nm) e a CB funcionalizada com
duas lisinas contendo o peptideo (CBKK-JGB2), na ordem de 8 a 21 nm (média de 17
nm). Observa-se que a funcionalizacdo com lisina, reduziu a espessura das fibras, o
gue pode estar refletindo em uma diminuicéo da rugosidade e consequentemente em
uma ligeira reducéo na porosidade, o que pode explicar a diminuigdo da molhabilidade
observada nestas amostras, durante as medidas de angulo de contato em agua.

E importante ressaltar que G. xylinum sintetiza nanofibrilas priméarias com
tamanhos laterais na faixa de 7-13 nm, que podem se agregar em faixas finas e planas
ou fitas com larguras variaveis de até 70 nm (FARIA-TISCHER et al., 2010) e estas apds
funcionalizacdo permitem o aumento nas interacdes intermoleculares, podendo
promover uma ligeira diminui¢cdo na porosidade da CB. Por outro lado, poros menores
podem impedir que as bactérias migrem através da membrana, o qual pode ser
benéfico nas aplicacdes em cuidados de feridas. A presenca de poros €, no entanto,
critica para permitir a troca de fluidos e gases através das membranas (FURSATZ et
al., 2017).

A rugosidade da superficie do material € um fator importante que também
influencia a adesao e o comportamento celular. Porém, h& controvérsias em relacéao
a resposta das células a porosidade, que é diferente dependendo do tipo celular. A
rugosidade da superficie do material tem uma influéncia direta in vitro e in vivo na
morfologia celular, na proliferacdo e na expressao fenotipica. Células maiores, como
osteoblastos e neurdnios, cultivadas em superficies microporosas, foram estimuladas
em direcdo a diferenciacdo, em comparacdo com células em crescimento em
superficies lisas ou nanoporosas (LEE et al., 2004; BARTOLO et al., 2008; AGASKA
et al., 2010). Por outro lado, para células menores, como células endoteliais de veias
humanas, o aumento da rugosidade superficial de biomateriais em escala nanomeétrica
(10-102 nm) pode aumentar a adeséo e o crescimento celular (CHUNG et al., 2003).

Neste aspecto, as membranas de CB modificadas e liofilizadas contendo o
peptideo, apresentando superficies rugosas e boa porosidade, poderiam promover

boa adeséo e proliferacéo celular, dependente do tipo de célula.
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A analise das micrografias por MEV indica que a metodologia utilizada para a
funcionalizacdo com Lisina e incorporacdo do peptideo JGB2 na membrana, por
adsorcao, nao resulta em alteracao da estrutura das nanofibras, nem da morfologia

de superficie das membranas.

4.4.3. Difratometria de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de DRX da membrana de CB pura e das membranas de CB-
JGB2, CBK-JGB2 e CBKK-JGB2 estdo representados na Figura 18. Todas as
membranas de CB exibiram senais de difragdo amplas em 20 = 14,5, 16,8 e 22,7°.
Esses picos podem ser relacionados aos planos de projecdo (100)e (010)e (11
0), respectivamente, que estdo atribuidos ao espacamento interplanar da celulose
nativa tipo la ou aos planos (1 -1 0), (1 1 0) e (2 0 0) da celulose IB, respectivamente.

O pico em 22,7° também esta relacionado com o plano (0 2 0) da celulose 1l (ZENG;

et al., 2014).

Figura 18. Padrao de difracdo de raios X para CB pura (A), CB-JGB2 (B), CBK-JGB2 (C) e
CBKK-JGB2 (D), com bandas assinaladas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os difratogramas de cada membrana de CB modificada ndo mostraram
alteracOes significativas em relacdo a membrana CB pura, indicando que a
modificacdo da celulose néo alterou o padréo de cristalinidade da matriz de CB.

No entanto, o pico mais alto e mais largo a 22,7° mostrado no padrao DRX, para as
amostras funcionalizadas, sugere que uma maior estrutura cristalina foi alcancada
apos funcionalizacédo (HU; et al. 2014).

Foram obtidos um IC; de 82,85% para a CBKK-JGB2, de 79,49% para a CBK-

JGB2 e de 77,57% para a CB-JGB2 e CB pura, confirmando que a funcionalizagéo

resulta em um aumento na cristalinidade da CB.

4.4.4. Espectroscopia no Infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR)

Os resultados do espectro FT-IR para as amostras de membranas de CB
liofilizadas estdo representados na Figura 19. As principais bandas vibracionais
caracteristicas da celulose e comum a todas amostras, sdo atribuidas em 3340 cm,
para estiramento de OH, 2895 cm™ para estiramento de CH para alcanos e
estiramento assimétrico de CH2, em 1432 cm™ para deformacéo simétrica de CH2,
em 1313 cm para deformacdo de OH e em 1057 cm™ para deformacéo para C-O
(SASKA et al., 2012b).

Aincorporacgéo do peptideo por adsorcédo resultou em bandas adicionais a 1654
cm* (alongamento de C=0 de amida I) e 1540 cm™* (deformac&o N-H para amida Il),
ambos com incremento de intensidade nas amostras funcionalizadas com uma ou
duas lisinas (Figuras 19 C e D). Estas duas bandas estdo bem definidas o que sugere
a presenca do peptideo adsorvido na CB.

Em 1540 cm? é observada uma banda de flexdo (deformac&o) N-H ou
alongamento de C-N para amida Il, o que sugere a funcionalizac&o e incorporacédo do
peptideo nas fibras da CB. Além disso, a banda em 1654 cm™ da CB funcionalizada
apresentou deslocamento de 14 cm™ em relagéo a CB (1640 cm), sugerindo que o

peptideo apresenta interacdo com os grupos OH da CB por ligacdes de hidrogénio.
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Figura 19. Espectro FT-IR das membranas: (A) CB, (B) CB-JGB2, (C) CBK-JGB2 e (D) CBKK-
JGB2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 6 estdo relacionadas as principais bandas vibracionais de

infravermelho observadas nas amostras.

A analise de FT-IR, portanto, sugere a incorporacdo do peptideo JGB2 nas
amostras de CB, pela presenca de bandas caracteristicas e incremento de intensidade
nas amostras funcionalizadas e pequenos deslocamentos de bandas referente aos
grupamentos amidas, evidenciando intera¢des intermoleculares do peptideo com a

membrana funcionalizada com lisina.
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Tabela 6. Designacgéo das principais bandas vibracionais de absorcdo de infravermelho das

amostras de CB.

Ndmero de onda (cm™)

Celulose Peptideo Vibragao
3500-3300 Estiramento O-H
3330 — 3180 Estiramento N-H (amida)
2960 — 2890 Estiramento C-H dos grupos CH; e CHj3
1660 — 1640 Estiramento C=0 (amida I)
1550 — 1540 Deformagé&o N-H (amida Il)
1428 Deformacédo de CH; ou deformacao no plano de O-H
1425 - 1390 Estiramento simétrico COO"
1330 Deformacédo de CH; ou deformacao no plano O-H
1160 Estiramento assimétrico nas ligagées C-O-C
1057 Estiramento simétrico de alcool primario C-O
895 Ligacdes B-glicosidicas entre as unidades de glicose
665-670 Deformacédo OH fora de fase

4.5. Liberacado do peptideo

A liberacdo do peptideo JGB2 das membranas de CB liofilizadas foi avaliado
por espectroscopia de fluorescéncia. Um espectro de fluorescéncia do peptideo livre
(Figura 20A) foi tracado, com excitacdo a 280 nm (obtido por espectrofotometria de
absorcéo) e varredura de 300 a 500 nm, a fim de se determinar o comprimento de
onda maximo de emissao de JGB2, que foi de 353 nm. Em seguida tracou-se uma
curva padrdo de fluorescéncia do peptideo JGB2 (2 a 26 umol.Lt), a 37° C (Figura
20B) para auxiliar na quantificagdo do peptideo liberado das respectivas membranas
de CB.
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Figura 20. (A) Espectro de fluorescéncia do peptideo JGB2 (Aexc = 280 nm), (B) curva padréao
da intensidade de fluorescéncia mostrando a equac¢éo da reta e o coeficiente de determinacéo.
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Fonte. Elaborado pelo autor.

Deste modo, o comportamento de liberacéo in vitro do JGB2 da membrana CB
foi monitorado e mensurado por espectroscopia de fluorescéncia, com excitacdo em
280 nm e emissdo em 353 nm a 37° C por um periodo de 72 h em circuito fechado
com fluxo continuo em solucéo PBS (pH 7,40). A Figura 21 mostra que a quantidade
do peptideo JGB2 foi liberada gradualmente da CB, em 4 h, com cerca de 17,8% (1,27
Mmol.Lt ou 17,8 nmols) do valor teérico a ser incorporado (100 nmols), a partir deste
periodo a concentracdo do peptideo liberado manteve-se constante. Para a CB
modificada, os valores foram superiores: liberacdo de 5 ymol.L'! (70%) em 7 h para
CB contendo uma lisina (CBK) e 7,5 pmol.L* (100 %) em 15 h para CB contendo duas
lisinas (CBKK).

Desta forma, sugere-se que a quantidade do peptideo incorporado nas
membranas de CB, CBK e CBKK foi respectivamente de 17,8; 70 e 100% da solucéo
padrdo em que as membranas foram imersas, e que em 4, 7 e 15 h, respectivamente,
100% da quantidade adsorvida foi liberada para o sistema. A modificagdo da CB com
residuos de Lisina n&o s6 promoveu o aumento na quantidade de peptideo adsorvido,
como também o tempo de liberagdo do mesmo, ambos proporcionais ao niumero de
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residuos de lisina incorporado. Este aumento na capacidade de adsorcao
acompanhado pelo retardamento no tempo de liberacdo, podem ser consideradas
caracteristicas que confiram a membrana de CB modificada, desejaveis para
aplicacdes em processos de regeneracao tecidual.

Figura 21. Curva de liberacdo com valores das médias e as barras indicando erro padrao
para experimento em duplicata para A) CB-JGB2; B) para a CBK-JGB2 e C) para a CBKK-
JGB2 e C) Curvas de liberacdo do peptideo JGB2 adsorvido das membranas de CB; CBK-
JGB2 e CBKK-JGB2.
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Fonte. Elaborado pelo autor.

4.6. Andlises in vitro

A determinacédo da viabilidade das células L929 foi realizada apos 24, 48 e 72
h de incubagdo com as membranas de CB seca (CBd), CB liofilizada (CBf), CBd-
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JGB2, CBf-JGB2, CBKKd-JGB2 e CBKKf-JGB, sendo utilizado como controle positivo
as células em meio DMEM e como controle negativo o meio DMEM e isopropanol.

Os calculos para obtencdo dos valores de viabilidade celular foram realizados
a partir da equacéo 4:

o b —Ab
% Viabilidade = S“mos‘z;s AbSpranco) 1) (Equacéo 4)
CP

Sendo; Absamestra, Média da absorbancia de cada amostra analisada; AbSpranco, Média da
absorbancia do controle negativo (ou branco) e Abscp, média da absorbancia do controle
positivo, considerando-se como a maior viabilidade celular (100%) aquelas culturas celulares

realizadas somente em presenca de meio DMEM (controle positivo).

Os resultados obtidos foram expressos em percentual de viabilidade como

média * desvio padréo, e estdo demonstrados na Figura 22.

Figura 22. Teste de citotoxicidade celular pelo método de MTT para as células L929,
expresso em %Viabilidade, com tempo de incubacdo das amostras de 24,48 e 72 h.

CP, control positivo; CBq4, CB seca; CBy, CB liofilizada; CB¢KK, CB funcionalizada seca; CBKK,
CB funcionalizada liofilizada.
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Fonte. Elaborado pelo autor.
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Na Figura 22 é possivel observar que a membrana de CBd mostrou uma
viabilidade crescente, alcancando valores superiores a 70%, ap0s 48 e 72 h de
incubacao, ou seja, sem toxicidade, de acordo com o padréo da ISO 10993-5:2009
(INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009) que preconiza 0 minimo de
70% de viabilidade celular para que um material seja considerado nédo citotoxico. A
adsorcéao do peptideo JGB2, aumentou a viabilidade da CBd, porém apoés 72h de
incubacédo, observou-se um decréscimo na taxa de viabilidade, um fato que pode estar
relacionado a maturagéo das culturas celulares, ja que este foi um resultado comum
a todas as amostras ensaiadas.

A funcionalizacdo da celulose com Lisina, de modo geral e independentemente
da adsorcdo do peptideo, resultou em uma amostra com menor taxa de viabilidade.
De fato, ensaios anteriores mostraram que a funcionalizacao reduziu a espessura das
fibras de celulose, o que pode estar refletindo na diminuicdo da rugosidade da CB,
resultando na diminuicdo da molhabilidade observada para estas membranas. Neste
caso, parece que a adesao e a proliferacdo celular foram inibidas a medida que as
membranas apresentaram reducdo na porosidade, de acordo, portanto com o0s
resultados de Chung e colaboradores, que relacionou o aumento da adesédo e
proliferacdo celular com o aumento da rugosidade da superficie do biomaterial
(CHUNG et al., 2003).

Soma-se a isso, o fato de que a funcionalizacdo com lisina, aumentou o nimero
de cargas positivas na CB, no pH de ensaio, e consequentemente uma reducao no
namero de grupos OH livres, o que também pode ter influenciado na diminuicdo da
viabilidade e aumento da toxicidade observadas para a CB funcionalizada. Sobre este
ponto de vista, Keselowsky e colaboradores ja haviam relatado que superficies com
diferentes grupos funcionais carregaveis (grupos -CH3, -OH, -COOH e -NH2)
modulavam a adsorcdo de FN e direcionavam a integracdo e especificidade da
integrina para controlar a adesdo celular de osteoblastos MC3T3 a superficies
revestidas com FN seguindo a tendéncia: OH> COOH = NH2> CH3 (KESELOWSKY
et al., 2003). Diferentemente, a incorporacdo de cargas negativas, e ndo positivas
como no caso, pode facilitar a adsorcdo de proteinas que promovem adesédo e
respostas celulares (THEVENOT et al., 2008).
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Ensaios com amostras liofilizadas, funcionalizadas ou ndo, contendo ou néo o
peptideo JGB2 adsorvido, foram toxicas (viabilidade celular abaixo de 70%) para as
células testadas. Células especificas requerem diferentes tamanhos de poro para
fixacdo, crescimento e motilidade ideais (RANUCCI et al, 2000). Estudos sobre gel de
colageno de tamanho de poro varidvel mostrou que a migracéo celular € dificultada
pelo pequeno tamanho dos poros, especialmente pela alta densidade de ligantes no
gel que contribui para a invasao celular limitada (YANG et al., 2010). Por outro lado,
tamanho muito grande de poros resulta em liga¢des insuficientes para gerar tragcdo o
gue também limita a migracao celular (ULRICH et al., 2010).

O processo de liofilizagdo teoricamente leva a formacdo de amostras mais
porosas. Neste caso, a elevada porosidade foi determinante na limitacdo da
proliferacéo celular, evidenciada pelos valores de viabilidade celular abaixo de 70%.

Roubhia e colaboradores (2014) testaram a viabilidade de membranas de CB
secas e modificadas na superficie com peptideos RGD em fibroblastos de pele
humana por meio do ensaio de MTT por 24 e 48 h. Os resultados obtidos por meio
dessas membranas de CB, contendo o peptideo RGD promoveram uma maior
viabilidade em comparacdo com as membranas de CB puras, além de apresentarem
uma maior densidade celular para os ensaios realizados em 48 h, quando comparados
aos ensaios realizados em 24 h. Moreira e colaboradores (2009) também testaram a
viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT com fibroblastos de camundongo 3T3 e
células de ovario de hamster chinés (CHO: Chinese Hamster Ovary) em nanofibras
de CB por 24, 48 e 72 h mostrando uma ligeira diminuicdo na taxa de proliferacéo,
presumindo que pequenas mudancas no material provavelmente provocou alteracdes
entre as interacdes material-célula. Esses resultados sdo comparaveis com os obtidos
neste trabalho com as membranas de CBd e CBd-JGB2.

Em outra pesquisa com membranas de CB, Andrade e colaboradores (2010)
utilizaram proteinas e peptideos RGD e GRGDY para promover melhorias na adesao
de células endoteliais microvasculares humanas. Nos ensaios de proliferacéo por 24,
48 h e 7 dias com MTS, apo6s cada periodo de incubacéo, obtiveram resultados onde
alguns peptideos RGD melhoraram a adeséao celular a CB, embora outros peptideos
contendo RGD diminuiram o crescimento das células com a tempo de incubacao. Por

meio deste resultado, acredita-se que a migracao celular foi afetada negativamente,
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dado que a presenca de RGD fez com que as células se ligassem fortemente a
superficie do material, impedindo o0 movimento das células.

No ensaio de MTT se observou que membranas secas (sem funcionaliza¢&o)
conseguiram uma maior viabilidade celular em comparagdo com as membranas
liofilizadas contendo RGD, isso provavelmente aconteceu porque sua hidratacéo foi
mais rapida em comparacao com a membranas liofilizadas. Embora, CBf e CBKKf se
mostram téxicas para as células pela dificuldade de mobilizacdo na rede de fibras
desidratadas e a alta afinidade das células com o peptideo RGD diminuiu ainda mais
a migracdo celular. Entdo, provavelmente para obter melhores resultados se deve
aumentar o tempo de hidratacdo das membranas CBf e CBKKf para permitir migracéo

com maior eficiéncia para as células, diminuindo assim, a densidade celular.
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5. Conclusodes

O protocolo desenvolvido para esterificagdo dos grupos hidroxilas da CB com
residuo de aminoacido Lisina foi eficaz para posterior incorporacao do peptideo
JGB2;

Os ensaios de caracterizacdo mostraram que as membranas, funcionalizadas
adequadamente, se apresentam hidrofilicas, o que auxilia a interacdo entre
células e superficie das membranas. Da mesma forma, foi possivel observar
gue a funcionalizacdo das membranas ndo promoveu modificacao significativa

sobre as propriedades de cristalinidade e morfologia da CB;

As membranas de CB funcionalizadas foram capazes de adsorver maior
guantidade de peptideo quando comparada com a CB nativa e a liberacdo do
peptideo JGB2 foi mais prolongada, ocorrendo em um periodo de 15 h;

A funcionalizagdo da celulose com Lisina, de modo geral resultou em uma
amostra com menor taxa de viabilidade celular, devido a alta densidade de

cargas positivas, menor molhabilidade e possivel baixa rugosidade;

A adsorcao do peptideo JGB2, aumentou a viabilidade das membranas, porém
em periodos superiores a 72 h de incubacédo, observou-se um decréscimo na
taxa de viabilidade, um fato que pode estar relacionado a maturacdo das

culturas celulares;

O processo de liofilizacdo levou a producdo de membranas com baixa
viabilidade, evidenciando que, no caso das células utilizadas, o aumento da

porosidade é determinante na limitacao da proliferagéo celular;
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6. Perspectivas

Como proposta para estudos futuros, pode-se citar:

Realizar medidas de rugosidade e porosidade das diferentes membranas, para
uma avaliagéo quantitativa da relagéo viabilidade celular e tamanho dos poros

e rugosidade da superficie das membranas;

Funcionalizar as membranas de CB, com outro aminoacido, que venha a
conferir uma carga liquida negativa as membranas e realizar estudos

comparativos com aquelas funcionalizadas com Lisina;

Realizar estudos in vivo com as membranas secas e liofilizadas para avaliacdo
da resposta imune, incluindo o estudo de cinética do peptideo em relagdo a

resposta inflamatéria

Mudar a metodologia do ensaio de viabilidade de MTT utilizado neste trabalho
e realizar outros tipos de ensaios de viabilidade. Ademais, realizar ensaios
para avaliar a proliferagéo celular por microscopia de fluorescéncia e estudos
de morfologia celular para obter melhores resultados da avaliagdo da resposta

imune.
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