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RESUMO

A celulose bacteriana (CB) apresenta ampla diversidade de aplicagcdes. Neste
trabalho o enfoque foi desenvolver um curativo temporario ou suporte para regeneracao
tecidual de pele, a partir da funcionalizacdo de CB com peptideo RGD, caracteriza-lo
quanto as propriedades fisico-quimicas e avaliar in vitro a capacidade de estimular a
adesdo e a proliferacdo de fibroblastos, a citotoxicidade e a resposta imune. A finalidade do
material desenvolvido consiste em promover a reparacdo tecidual de pele, visto que
diversos fatores sisttmicos tais como diabetes, tabagismo e caréncia nutricional, podem
dificultar o processo de cura. O uso de biomateriais como suporte de medicamentos ou
curativos temporarios, auxiliando ou acelerando o processo de reparacdo e cura, € uma
necessidade nestes casos. A sequéncia peptidica RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico),
encontrada em diversas proteinas da matriz extracelular (MEC), € frequentemente utilizada
para promover a adesdo celular, mediada por integrinas, em biomateriais. O peptideo
sintetizado foi escolhido por meio de estudo computacional. Foram sintetizados dois tipos
de membranas, a CB-RGDAdSs, na qual o peptideo RGD encontra-se adsorvido, e a CB-
RGDImz, na qual o peptideo encontra-se ligado covalentemente & membrana, e, portanto,
imobilizado. Estes materiais, juntamente com a membrana de CB pura, foram
caracterizados a partir de andlises de angulo de contato, difratometria de raios-X (DRX),
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de absorcdo na regido de
infravermelno com Transformada de Fourier (FT-IR), termogravimetria (TG) e
calorimetria diferencial exploratoria (DSC). Posteriormente, as amostras foram submetidas
a ensaios in vitro de viabilidade celular e morfologia celular utilizando a linhagem de
fibroblastos L929; adicionalmente analises de determinagdo de citocinas TNF-a, IFN-y ¢
producdo de Oxido nitrico para avaliar a resposta imune e inflamatoria foram realizadas
utilizando células de camundongos Balb/c. Os resultados indicaram que as membranas de
CB-RGDAds e CB-RGDImz foram funcionalizadas com sucesso, e que estas ndo
apresentaram alteracGes estruturais e morfoldgicas significativas, nem em estabilidade
térmica, em relacdio a membrana de CB pura, a despeito do procedimento de
funcionalizacdo. Do mesmo modo foi possivel constatar que a membrana de CB-RGDImz
apresentou desempenho superior nos ensaios in vitro, e, por conseguinte, possui maior
potencial para ser estudada mais detalhadamente e eventualmente ser aplicada como

biomaterial na reparacéo tecidual de pele.



Palavras-chave: celulose bacteriana; peptideo RGD; reparacdo tecidual; biomaterial.



ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) exhibits a broad diversity of applications. The aim of this
study was to develop a scaffold or temporary dressing for skin tissue repair, whereof the
BC would be functionalized with an RGD peptide. The synthesized materials were
physicochemically characterized and submitted to in vitro analyses to assess their capacity
of stimulating fibroblasts adhesion, proliferation and immune response. The developed
materials would be applied in skin tissue repair that may be hampered by a series of
sistemic factors, such as diabetes, smoking and nutritional deficiency. In theses cases, the
usage of biomaterials as a drug delivery system or wound dressing, aiding or accelerating
the repair and healing processes, becomes a necessity. The RGD peptide sequence
(Arginine-Glycine-Aspartic Acid) is found in many extracellular matrix (ECM) proteins,
and it is frequently used to promote cell adhesion, mediated by integrins, in biomaterials.
The synthesized peptide sequence was chosen by means of computational analysis. Two
types of membrane were synthesized, the BC-RGDAds in which the RGD peptide was
adsorbed, and the BC-RGDImz in which the peptide was covalently bonded to the
membrane, therefore, immobilized. These materials, together with the pure BC membrane,
were characterized by contact angle analysis, x-ray diffractometry (XRD), scanning
electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR),
thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC).
Subsequently, the samples were submitted to in vitro assays of cellular viability and
cellular morphology, using the fibroblast lineage L929; moreover, to evaluate the immune
and inflammatory response, the nitric oxide production assay as well as TNF-a and IFN-y
cytokines determination assays were performed using Balb/c mice cells. The results
indicate that the BC-RGDAds and the BC-RGDImz membranes were successfully
synthesized, also there were no significant structural and morphological or thermal stability
alterations in consequence of the functionalizing method. Moreover, it was possible to
determine that the BC-RGDImz membrane displayed the best performance on the in vitro
assays, hence it has the greatest potencial to be further studied and to be applied as a

biomaterial for skin tissue repair.

Keywords: bacterial cellulose; RGD peptide; tissue repair; biomaterial.
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I.  INTRODUCAO

A pele € uma estrutura multicamadas considerada o maior érgdo do corpo, atingindo
de 15 a 20% da massa corpérea humana total, sendo constituida anatomicamente e
funcionalmente por duas camadas, a epiderme e a derme, ilustradas na Figura 1. A hipoderme
ou tecido subcutdaneo é um tecido conjuntivo frouxo que conecta a pele aos 06rgaos
subjacentes. Apresenta estruturas anexas como foliculos pilosos, unhas, glandulas sudoriparas
e glandulas sebaceas. A pele desempenha multiplas fungdes essenciais a sobrevivéncia, como
protecdo do organismo contra atrito, penetracdo de materiais estranhos e perda de fluidos;
atua como barreira contra perigos ambientais, como micro-organismos, radiacdo e alérgenos;
detecta estimulos externos como pressdo, dor, calor, frio, através das terminacfes nervosas
sensitivas; contribui com a sintese de vitamina D e com a regulacdo térmica do organismo
(JAMES et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; VENTRE et al., 2009; WALTERS,;
ROBERTS, 2002).

Figura 1 — Representacdo da estrutura da pele.
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Estimulos danosos a estrutura e fisiologia da pele podem ser provocados por um amplo
espectro de fatores, tais como traumas fisicos, queimaduras, cortes, ressec¢des cirurgicas,
Ulceras e podem ainda ser agudas ou cronicas.

A partir destes estimulos, desencadeia-se a reparacao tecidual, que € uma combinagéo
de processos bioldgicos complexos e interacGes entre células e mediadores, envolvendo
hemostasia e inflamag&o, quimiotaxia, migracdo celular, fagocitose, sintese e degradacao de
colageno, angiogénese, remodelagem da matriz extracelular (MEC), contracdo e
reepitelizacdo. Estes processos sdo dependentes de fatores locais e sistémicos, cujo objetivo
final € a reconstrucdo dos componentes da pele para restaurar sua funcdo e aparéncia
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; JAMES et al., 2009).

Em muitos casos, substitutos de pele ou curativos sintéticos podem ser necessarios
para reduzir o tempo estimado ou para melhorar a taxa de sucesso da reparacdo ou
reconstrugdo do tecido danificado (JAMES et al., 2009). O uso de polimeros naturais ou
sintéticos, entre eles a celulose bacteriana, aprimorados pela incorporacdo de compostos

terapéuticos, esta entre as principais linhas de pesquisa nesta area.

1.1. Celulose Bacteriana (CB)

A celulose (Figura 2) ¢ um homopolissacaridio linear formado por unidades de -D-
glicopiranose unidas em cadeias longas ndo ramificadas, com ligagdes glicosidicas  (1—4).
E considerada uma matéria prima polimérica sustentavel e quase inesgotavel, e é sintetizada
ndo apenas por plantas, como também por algumas bactérias, algas e fungos (KLEMM et al.,
2005).

Figura 2 — Estrutura da celulose, com detalhe para a estrutura monomeérica da p-D-glicopiranose.

Fonte: Adaptado de SHEYKHNAZARI et al. (2011).
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A celulose bacteriana é produzida extracelularmente por bactérias dos géneros
Gluconacetobacter (previamente denominada Acetobacter), Agrobacterium, Alcaligenes,
Pseudomonas, Rhizobium e Sarcina, com producdo mais eficiente pelo género
Gluconacetobacter, utilizando comumente a glicose como substrato (LEE; KIM; YANG,
2012; PHISALAPHONG; JATUPAIBOON, 2008; SHEYKHNAZARI et al., 2011).

Gluconacetobacter sp. (previamente denominada Acetobacter sp.) sdo bactérias gram-
negativas quimioheterotroficas, estritamente aerobias, ndo patogénicas, que secretam a
celulose em fitas compostas de microfibrilas organizadas formando membranas, e séo
geralmente encontradas em frutas, vegetais, vinagre e em bebidas alcodlicas (BROWN;
WILLISON; RICHARDSON, 1976; KLEMM et al.,, 2005). Ao selecionar substrato,
condicdes de cultivo, aditivos e a cepa bacteriana, é possivel controlar a massa molar, a
distribuicdo da massa molar e a estrutura supramolecular da celulose produzida e,
consequentemente, vérias propriedades importantes, tais quais o curso da biossintese, a
cinética, o rendimento e os produtos metabolicos (KLEMM et al., 2005).

A sintese da CB ocorre entre as membranas externa e plasmatica da bactéria, por um
complexo sintetizante de celulose que comeca com a uridina difosfato-glicose (UDPG),
precursora da celulose. Este complexo é associado aos poros da superficie celular bacteriana,
que apresentam diametro de aproximadamente 3,5 nm. A enzima celulose sintase catalisa a
adicdo da UDPG ao final da cadeia de celulose em crescimento, a qual é extraida da célula
como uma fibrila elementar, e entdo forma uma rede 3D com outras fibrilas elementares
através da formacao de microfibrilas e fitas. Uma Unica célula pode converter 100 moléculas
de glicose em celulose por hora (KLEMM et al., 2005).

A Figura 3 apresenta uma micrografia obtida por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), obtida por Hirai, Tsuji e Horii (2002), que mostra a extrusdo de varias
fitas de celulose de uma célula de Gluconacetobacter xylinus, cultivada em meio Hestrin-

Schramm.
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Figura 3 — Micrografia por MET de celulose sendo extraida de uma célula bacteriana. A seta indica
que todos os filamentos estdo conectados em um conjunto de cadeias de celulose.

Fonte: HIRAI; TSUJI; HORII (2002).

A membrana de celulose bacteriana (CB) é altamente hidratada, apresentando até 99%
de &gua (BARUD et al., 2013; WAN et al., 2006). Quando formada em condi¢bes de cultura
estatica, resulta em uma estrutura tridimensional constituida de um sistema ultrafino de nano e
microfibras (BARUD et al., 2013; CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; WAN et al.,
2006). Devido a sua estrutura tridimensional, alta retencdo de agua, grande resisténcia
mecanica e biocompatibilidade, a CB é um scaffold ou suporte notavel para a reparacdo de
uma grande variedade de tecidos (FU; ZHANG; YANG, 2013).

Em contraste a outros tipos de membranas sintéticas, a membrana de CB exibe uma
alta estabilidade quimica, hidrofilicidade, transparéncia, baixa toxicidade, € bioinerte,
biocompativel, porosa, e ainda possui boa resisténcia mecéanica (FU; ZHANG; YANG, 2013;
GEYER et al., 1994; SASKA et al., 2011; WAN et al., 2006). Em relacéo a celulose vegetal, a
CB apresenta grau de cristalinidade superior e auséncia de lignina, hemiceluloses ou outros
produtos biogénicos (SASKA et al., 2012; WAN et al., 2006), propriedades Unicas que a
tornam um biopolimero com grande potencial a ser explorado na medicina moderna,
especialmente em reparacdo e engenharia tecidual, como curativo de ferimentos, substituto de
pele e como sistema carreador de farmacos (drug delivery), além de funcionar como barreira

contra micro-organismos em feridas e queimaduras, o que auxilia no processo de cura.
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Também ameniza a dor e reduz o tempo de fomacéo da cicatriz (BARUD et al., 2013; FU;
ZHANG; YANG, 2013; SASKA et al., 2011).

A CB é constituida por dois tipos de celulose: celulose I, o polimero em forma de fita
composto por cadeias paralelas de glucana B (1—4) arranjadas uniaxialmente por forgas de
van der Waals, e celulose Il, o polimero termicamente mais estavel e amorfo, com cadeias de
glucana B (1—4) arranjadas randomicamente. Na natureza, a estrutura da celulose | é
encontrada nas formas alomérficas Ia e I, dependendo do arranjo das cadeias entre si. A CB
apresenta maior porcentagem de celulose Ioo (MOHITE; PATIL, 2014).

Ademais, a CB apresenta grande quantidade de grupos hidroxila, que fornece
vantagens como excelente permeabilidade ao vapor de 4gua em membranas secas ao ar livre
(FU; ZHANG; YANG, 2013; WAN et al., 2006).

As caracteristicas da CB a tornam um material atraente para utilizacdo nos mais
diversos campos, especialmente na biomedicina e biotecnologia. Atualmente, varios trabalhos
concentram-se no desenvolvimento de dispositivos biomédicos a partir da CB, como pele,
vasos sanguineos, cornea, valvas cardiacas, uretra, 0ssos e cartilagens artificiais. Materiais
baseados em CB demonstram obter sucesso em aplica¢cGes nos campos de reparacao tecidual
de pele e de curativo de feridas. Uma grande quantidade de artigos e patentes foi
contabilizada nos ultimos anos, demonstrando a versatilidade deste material (FU; ZHANG,;
YANG, 2013).

1.2. O processo de cicatrizacéo e a Celulose Bacteriana

A cicatrizacdo é um processo dindmico 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, que interagem para que ocorra a
restituicdo tecidual (CLARK, 1996; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A formacdo de cicatriz cutdnea depende de diversas etapas, que incluem a inflamacéo
precoce e tardia do tecido lesionado; a formacéo de tecido de granulacgéo, a reepitelizacéo e a
contracdo da ferida; a deposicdo de MEC e a remodelagem ou fase de maturagdo (CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014).
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A hemostasia ocorre logo ap6s o surgimento da ferida e depende da atividade
plaquetéria e do endotélio lesado para ativar a cascata de coagulagdo. As plaquetas liberam
granulos que contém fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-B), fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator
de crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e tromboxanas, que atraem neutréfilos a
ferida. Forma-se o coagulo, cuja funcdo é aderir as bordas da ferida e atuar como matriz
provisoria para que neutréfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais possam ingressar
na ferida (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; ROY et al., 2012).

A fase inflamatoria se inicia com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia mediante substancias quimiotaticas liberadas por plaquetas. Os
neutrofilos produzem radicais livres, dentre eles o 6xido nitrico (NO) e enzimas proteoliticas,
que auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por macréfagos. A
ativacdo de células inflamatdrias € critica, especialmente para os macréfagos, que medeiam a
angiogénese, fagocitam bactérias, direcionam o desenvolvimento do tecido de granulagéo,
sintetizam e liberam NO; também sdo liberadas a partir da ativacdo de celulas inflamatorias
enzimas, como colagenases que desbridam a ferida, e citocinas, como as interleucinas (ILs),
fator de necrose tumoral (TNF), que estimulam fibroblastos a produzir colageno e promovem
angiogénese, e TGF, que estimula queratindcitos. Todos estes eventos em conjunto marcam 0
comeco da fase proliferativa. Esta fase, por sua vez, inclui a reepitelizacéo, a angiogénese e a
formacdo de matriz provisional (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014;
MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; ROY et al., 2012).

A reepitelizacdo ocorre no inicio do reparo da ferida. Se a membrana basal estiver
intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, € as camadas normais da epiderme
sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, entdo as células epiteliais da
borda da pele comecam a se proliferar e a enviar projecOes para restabelecer uma barreira
protetora. A angiogénese, estimulada pelo TNF-a, é marcada pela migracdo de células
endoteliais e a formacao de capilares (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; ROY
etal., 2012).

A fase de granulacdo e deposicdo tecidual requerem nutrientes supridos pelos
capilares. O estimulo para a proliferacdo epitelial e quimiotaxia é feito por EGF e TGF-q,
produzidos por plaquetas e macrofagos ativados. Nesta fase, os fibroblastos e as células

endoteliais sdo as principais células. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a
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ferida, séo ativados por intermédio do PDGF e comegcam a sintetizar colageno e a proliferar.
A expressdo de PDGF por fibroblastos é amplificada por sinalizagdo autdcrina e parécrina.
Macrofagos liberam TGF-B1, que induz os fibroblastos ja presentes no local da ferida a
sintetizar colageno tipo I, e a transformar-se em miofibroblastos, que promovem a contragédo
da ferida. Em resposta ao PDGF, fibroblastos comegam a sintetizar uma matriz provisional
composta por coldgeno tipo Ill, glicosaminoglucanos e fibronectina. Dentre os fatores de
crescimento envolvidos no processo cicatricial podem ser citados o PDGF, que induz a
proliferacéo celular, a quimiotaxia e a sintese matricial; o0 EGF, que estimula a epitelizacédo; o
TNF-a, responsavel pela angiogénese e pela epitelizacdo; o FGF, que estimula a proliferacio

celular e angiogénese e o TGF-B, responsavel pelo aumento da sintese matricial

(BROUGHTON;

JANIS;

ATTINGER,

2006; MANDELBAUM; DI SANTIS;

MANDELBAUM, 2003; SONNEMANN; BEMENT, 2011).

A Tabela 1 mostra um resumo das principais citocinas envolvidas no processo

cicatricial, juntamente com as células que a produzem e os efeitos biologicos.

Tabela 1 — Citocinas envolvidas no processo cicatricial, suas células produtoras e efeitos bioldgicos.

Citocinas

Células produtoras

Efeito biologico

IL-1 (interleucina-1)
IL-8 (interleucina-8)

IFN-y (interferon gama)

TNF- a (fator de necrose
tumoral alfa)

EGF (fator de crescimento
epidérmico)

FGF (fator de crescimento
dos fibroblastos)

KGF (fator de crescimento
dos queratindcitos)

HGF (fator de crescimento
dos hepatdcitos)

VEGF (fator de crescimento
vascular endotelial)

PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas)

TGF-p (fator transformador do

crescimento beta)

Macréfagos, Endétélio,
Queratindcitos

Macrofagos, Fibroblastos

Macréfagos

Macréfagos, Endotélio

Plaquetas, Macréfagos

Macréfagos, Endotélio,
Fibroblastos

Fibroblastos

Células Mesenguimais

Macréfagos, Queratindcitos

Plaquetas, Macréfagos,
Endotélio, Queratindcitos

Plaquetas, Macréfagos,
Endotélio, Querarindcitos,
Fibroblasto

Fonte: ISAAC et al. (2010).

Super-expressao de selectinas no endotélio e aumento da sintese
de NOSi.

Quimioatraente para polimorfonucleares e macréfagos.

Diferenciagao de mondcitos em macrofagos e ativagao destes;
aumento da sintese de NOSi.

Super-expressao de selectinas no endotélio, aumento da sintese de
NOSi e supra-regulacao de integrinas.

Quimiotaxia e proliferacao de fibroblastos; proliferacao e quimioa-
tragao de queratindcitos.

Quimiotaxia e proliferagao de fibroblastos e queratindcitos; potente
fator angiogénico.

Quimiotaxia e proliferacéo de queratindcitos.

Quimictaxia e proliferagdo de queratindcitos.

Potente fator angiogénico.

Quimiotaxia de polimorfonucleares; proliferagao de fibroblastos
e diferenciagcao para miofibroblasto; degradacgao do colageno | e
sintese do Il

Quimiotaxia de polimorfonucleares; sintese de NOSi; proliferagao
de fibroblastos e diferenciagao para miofibroblasto; degradacao do
colageno il e sintese do |; fator angiogénico.
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A fase a seguir, de maturacdo e remodelagem, € clinicamente a mais importante. A
principal caracteristica desta fase é a deposicéo de colageno de forma organizada. O colégeno
inicialmente produzido é mais fino que o colageno na pele sem ferimentos, e € orientado em
paralelo a pele. A taxa de sintese de colageno aumentada durante a cicatrizacdo da ferida ndo
ocorre apenas em decorréncia da maior quantidade de fibroblastos, mas também pelo aumento
na sintese de colageno por cada célula individualmente. Com o tempo, os fios de colageno
iniciais (colageno tipo Ill) séo reabsorvidos e um coldgeno mais espesso é produzido e
organizado no decorrer das linhas de tensdo. Estas mudancas resultam em uma ferida com
forca ténsil aumentada. Fibroblastos e leucdcitos secretam colagenases que promovem a lise
da matriz antiga. A cicatrizacdo tem sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da nova
matriz e a lise da matriz antiga. Se um individuo tem problemas com a deposicdo de matriz,
entdo a resisténcia da ferida estara comprometida; se a sintese de colageno for excessiva, isto
pode resultar na formacdo de um queldide ou uma cicatriz hipertrofica. O coldgeno de uma
cicatriz nunca sera tdo organizado quanto o colageno encontrado em pele normal. Da mesma
forma, a resisténcia da ferida nunca retorna a 100% (ROY et al., 2012; SONNEMANN;
BEMENT, 2011).

O processo de restauracdo do tecido pode ser prejudicado por uma série de fatores ou
condigdes patoldgicas como a idade, o estado nutricional do paciente, a existéncia de doencgas
de base como anemia, hipotireoidismo, diabetes, anormalidades venosas, infecgdes, entre
outras, nas quais o uso de biomateriais que atuem como suportes ou substitutos de pele para
auxiliar ou acelerar o processo de reparacdo e cura torna-se necessario (EMING; MARTIN;
TOMIC-CANIC, 2014; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

Nestes casos, a CB aparenta ser um curativo temporario de feridas altamente eficaz,
uma vez que fibroblastos e queratindcitos sao capazes de aderir a celulose, sintetizar a matriz
extracelular, e eventualmente formar o tecido dérmico (CZAJA et al., 2007).

Para a maioria dos materiais de reparacdo, uma caracteristica importante é a
capacidade de absorver exsudato durante o processo de bandagens, bem como durante a
remocao da superficie do ferimento ap0s a recuperacdo. Tradicionalmente, materiais para a
reparacdo de tecido cutaneo sdo absorventes e permeaveis. Por exemplo, a gaze, um material
de bandagem tradicional, pode aderir a superficies de ferimento, porém pode entdo induzir a
trauma na remocdo. A capacidade de bioabsorcdo da CB é importante para possibilitar uma
restauracao aprimorada do tecido alvo no ambiente da ferida (FU; ZHANG; YANG, 2013).
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O uso de CB como curativo ou suporte pode ser justificado por auxiliar no processo de
reparacdo tecidual e cicatrizacdo (CZAJA et al., 2006; FU; ZHANG; YANG, 2013). Além do
mais, a conformacao e a elasticidade de curativos de CB permitem um alto grau de aderéncia
ao local da ferida, ainda que esteja em regides de grande mobilidade como a face e 0 torso
(FU; ZHANG; YANG, 2013).

A CB pode também ser infundida com células e fatores de crescimento, cultivada e
implantada para induzir e direcionar o crescimento de um tecido novo e sadio. Em todos os
casos, peptideos contendo o motif de reconhecimento celular RGD podem ser empregados
efetivamente para desencadear a adesdo de células bem como para direcionar seletivamente
determinados tipos celulares e provocar respostas celulares especificas (ANDRADE et al.,

2010), favorecendo o processo de reparacdo do tecido.

1.3. Peptideos RGD no processo de reparacao tecidual

Em organismos multicelulares as interagdes celula-célula e célula-componentes da
MEC circundante sdo mediadas por receptores de adesdo celular. Entre eles, o grupo mais
numeroso e versatil é o das integrinas de superficie celular, que desempenham um papel
importante como moléculas de ancoragem, e também atuam em processos como cicatrizacao
de feridas, hemostasia, diferenciacdo celular, embriogénese, resposta imune e outros
processos bioldgicos (FUJIMURA et al., 2007; HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003; van
der FLIER; SONNENBERG, 2001).

As integrinas sdo proteinas transmembranas e consistem de duas subunidades
associadas ndo-covalentemente, denominadas a ¢ . S&o conhecidas 18 subunidades a e 8 B,
que formam 24 heterodimeros diferentes. A combinagdo entre as diferentes subunidades o ¢
determina a especificidade do ligante com a integrina (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010;
van der FLIER; SONNENBERG, 2001). Algumas integrinas especificas sdo responsaveis por
intermediar o contato entre as células e a proteina fibronectina da MEC, uma glicoproteina
secretada por uma grande variedade de células (FUJIIMURA et al.,, 2007; HERSEL,;
DAHMEN; KESSLER, 2003).

A sequéncia tripeptidica RGD (Figura 4), foi identificada em 1984
(PIERSCHBACHER; RUOSLAHTI, 1984; RUOSLAHTI, 1996) como a sequéncia minima
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essencial para a adesdo celular em fibronectina, em um esforgo para reduzir o tamanho dos
ligantes macromoleculares para sequéncias de reconhecimento menores.

A fibronectina, por sua vez, interage via integrinas com fibroblastos, que séo células
responsaveis pela regulacdo e manutencdo do tecido da derme além de atuarem na

proliferagéo celular mesmo in vivo (FUJIMURA et al., 2007).

Figura 4 — Sequéncia RGD, formula molecular e nomenclatura.

Grupo guanidina da Grupo carboxila da

cadeia lateral cadeia lateral
HN NH, /
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. H C-(carboxila)
N-(amina) H €
terminal H,N N\)LN o terminal
o) H g
arginina glicina aspartato
R G D

Fonte: Adaptado de HERSEL; DAHMEN; KESSLER (2003).

Fibroblastos sdo uma populacdo heterogénea de células estruturais cuja funcéo
primaria é a producdo de MEC para manutencéo e reparo tecidual. Com isso, os fibroblastos
possuem um papel crucial ndo sé na manutencdo da integridade tecidual, mas também no
processo de cura. Eles participam em desordens fibrdticas (cicatrizes) nos pulmdes, pele e
outros tecidos. A cura de feridas é um processo reparativo que resulta na restauracao do tecido
com perda minima de fungdo. Contrariamente, a fibrose é uma resposta a injuria tecidual e a
resposta inflamatoria resultante, que essencialmente resulta na producdo anormal de MEC
mediante a ativacdo dos fibroblastos. Os fibroblastos participam da fibrose através da
diferenciacdo em células chamadas miofibroblastos, da producdo de MEC e do recrutamento
de linfécitos para o local da inflamacdo. Atualmente sabe-se que os fibroblastos exibem
heterogeneidade fenotipica, diferenciando-se ndo somente entre sistemas de Grgdos, mas
também dentro do sitio anatdmico. Subtipos de fibroblastos podem ser identificados por
caracteristicas morfoldgicas e funcionais, potencial proliferativo, capacidade biossintética e
expressdo de marcadores de superficie (BAGLOLE et al., 2000).

O uso de proteinas nativas como a fibronectina apresenta desvantagens em relacdo ao

padrdo de reconhecimento celular como o tripeptideo Arginina-Glicina-Aspartato (RGD), no
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que tange a aplicacdo médica. Dentre elas, pode-se destacar o aumento do risco de reacao
imune, de infec¢Oes e de transferéncia de patdgenos, particularmente no caso de proteinas de
fontes cadavéricas ou enxertos “xenos” (BELLIS, 2011; HERSEL; DAHMEN; KESSLER,
2003). Diferentes abordagens para a melhoria de biomateriais incluem a reducédo de adsorcao
de proteinas nativas ou inespecificas, conhecida como propriedade “non-fouling”,
aperfeicoamento da adsorcdo de proteinas especificas, e modificacdo de materiais pela
imobilizacdo de motifs de reconhecimento celular para obter interacbes controladas entre
células e substratos sintéticos (HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003).

Os sitios de adesdo celular RGD foram identificados em outras proteinas da MEC
além da fibronectina, incluindo vitronectina, fibrinogénio, fator de von Willebrand, colageno,
laminina, osteopontina, tenascina e sialoproteina 6ssea, bem como em proteinas de membrana
viral, proteinas bacterianas e em venenos de serpentes (ANDRADE et al., 2010; PTAFF,
1997; RUOSLAHTI, 1996; ZHANG et al., 2010), todavia o papel central da sequéncia RGD
no reconhecimento celular foi inicialmente inferido pela observacdo que um receptor de
fibronectina, a integrina a5B1, que liga-se ao seu ligante de um forma dependente desta
sequéncia (RUOSLAHTI, 1996). Mesmo assim, a sequéncia RGD ndo é o motif de
reconhecimento celular universal, porém ela é Unica no que diz respeito a sua ampla
distribuigéo e uso.

Os ligantes contendo RGD promovem a adesdo celular na superficie de materiais
modificados via interacdes especificas com receptores na membrana plasmatica, as integrinas
(ZHANG et al., 2010), e o principal responsavel por esta afinidade diferenciada é o loop
contendo RGD e seus aminoécidos flanqueados, nas respectivas proteinas (HERSEL;
DAHMEN; KESSLER, 2003).

Os peptideos de adesdo podem ser usados de duas formas diferentes: quando
imobilizados em uma superficie promovem a adesdo celular, contudo, quando em solucéo,
atuam como inibidores de adesdo. Ambas as formas de utilizar o peptideo tém suas
aplicacdes. Peptideos RGD recobertos em superficies tém sido investigados para a melhoria
da compatibilidade tecidual, e peptideos solGveis sdo alvo de integrinas individuais, e
mostram um potencial promissor como medicamentos no tratamento de diversas doencas
(RUOSLAHTI, 1996).

Peptideos sintéticos pequenos contendo a sequéncia RGD podem reproduzir a
atividade ligante de integrina das proteinas de adeséo. O ligante contendo RGD presente na

superficie do material modificado é capaz de interagir especificamente com seus receptores na
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membrana, as integrinas, sendo estas todas as integrinas oV, a5p1, o8Pl e allbp3. E a ligagio
entre as integrinas e as proteinas da MEC contendo RGD que promove a migragdo, a ades&o,
0 crescimento e as vias de sinalizacdo celular (ANDRADE et al., 2010; ENWEREM; WANG,;
LESZCZYNSKI, 2012; ZHANG et al., 2010).

Outras sequéncias ligantes de integrinas apresentam em comum um aminoacido em
seus motifs, um residuo de acido aspartico, que pode ser importante por seu potencial para
contribuir com a ligacdo a um cation bivalente. A ligacéo de ligantes a integrinas depende de
que o ligante forneca um sitio de coordenacéo para a ligagcdo ao cation bivalente, que pode ser
ativada por estimulos intra ou extracelulares (RUOSLAHTI, 1996; SEOW et al., 2002).
Zhang e colaboradores (2010) estudaram o resultado de substituir o acido aspartico do
peptideo RGD por acido glutamico, e perceberam diferenca significativa na adesdo celular, o
que demonstra que a interacdo RGD-integrina da membrana celular é realmente muito
especifica.

Estudos indicam que ndo ha uma relacdo simples e direta entre a concentracdo de
RGD na superficie de um material e sua capacidade de estimular a adesdo e a proliferacédo
celular. Qutros fatores, além da concentracdo, como a exposicdo, a conformacao, e efeitos
estéricos, podem influenciar a interagdo RGD-integrina. Centenas de proteinas contém o
tripeptideo, mas a maioria ndo apresenta atividade de adeséo celular; na verdade, apenas uma
minoria das 2600 proteinas sequenciadas que contém a sequéncia de RGD ¢ funcional. Para
ser funcional, a sequéncia RGD precisa ser exposta apropriadamente, em conformacao que
possa ser reconhecida por um receptor de superficie celular. Até pequenas sequéncias de seis
aminoacidos podem nao ter atividade de adesdo celular se uma prolina estiver logo depois da
sequéncia RGD (ANDRADE et al., 2010; RUOSLAHTI, 1996).

A eficicia de biomateriais, seja como substituintes de tecidos danificados, como
suportes para reparacdo tecidual ou como curativos, baseia-se na habilidade da superficie do
material em regular a adesé&o celular (ANDRADE et al., 2010; GOLDSTEIN, 2007). A adeséo
celular exerce uma fungdo importante em varios processos biolégicos basicos, incluindo guiar
células para seus locais apropriados no corpo, prover ancoragem a células, e controlar a
proliferacdo, a diferenciacdo e a apoptose celular (RUOSLAHTI, 1996). Desta forma, a
incorporacdo de sitios de adesdo biomiméticos, tais como peptideos RGD, pode ser usada para
promover a adesdo de tipos celulares selecionados, a migracao, a distribuicdo e a disposi¢ao

celular em materiais, incluindo a celulose bacteriana (ANDRADE et al., 2010).
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I1. OBJETIVOS

O objetivo principal foi desenvolver membranas de celulose bacteriana (CB)
funcionalizadas com peptideo RGD e avalia-las in vitro em relacdo a potencialidade de

utilizacdo para aplicagdes futuras em processos de reparacao tecidual de pele.

Os objetivos especificos incluiram:

1. Obtencdo de membranas de CB sintetizadas a partir da cepa Gluconacetobacter
hansenii (ATCC 23769);

2. Sintese quimica de um peptideo contendo a sequéncia RGD (Arginina-Glicina-
Acido aspartico);

3. Obtencdo de membranas de CB contendo o peptideo sintetizado incorporado
covalentemente e por adsorcdo, e caracterizacdo fisico-quimica para melhor
entendimento da interacdo do peptideo com a membrana de CB;

4. Avaliacdo in vitro da potencialidade das membranas de CB funcionalizadas,
quanto a viabilidade celular ou citotoxicidade, em fibroblastos.

5. Avaliacdo in vitro da resposta imune e inflamatoria para as membranas de CB

funcionalizadas, quanto a producéo de citocinas e de 6xido nitrico.
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3.1. Delineamento experimental

Figura 5 — Delineamento experimental.
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3.2. Anélise computacional do peptideo RGD como ligante e docking a

proteinas receptoras

No estudo computacional realizado, trés peptideos foram tridimensionalmente
modelados como possiveis ligantes empregando o do servidor LOMETS (Local Meta-
Threading-Server), um servico on-line de predicdo 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 uma estrutura proteica da base de dados Protein Data Bank, junto
com outras duas fracGes de integrinas humanas, da base de dados UniProt KB (UniProt
Knowledgebase) que foram utilizadas como receptores padrédo. Estas foram modeladas
utilizando o servidor Phyre2 (Protein Homology / AnalogY Recognition Engine), um servico
on-line de predicdo de estrutura tridimensional proteica que usa principios e técnicas de
modelagem por reconhecimento de homologia.

Todas estas estruturas estdo relacionadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Identificacdo de estruturas de ligantes e receptores modelados tridimensionalmente por
bioinformatica.

Estrutura Sequéncia peptidica/ Base

modelada  de Dados Descricao

Utilizada como ligante padrdo; presente na sequéncia

L1 VTGRGDSPA nativa da fibronectina humana (Fn)

L2 VWTGRGDSPA Sequéncia analisada para sintese

L3 WTGRGDSPA Sequéncia analisada para sintese

PA PDB ID 3VI3 Parte da integrina a5p1

PB UniProtKB 1D P05556 Receptor de Fn, subunidade B (integrina 1)
PC UniProtkKB ID P08648 Receptor de Fn, subunidade o (integrina a.5)

Fonte: Elaborado pela autora.

Moléculas de agua foram removidas das estruturas cristalizadas e todas as estruturas

tridimensionais foram entdo refinadas pelo servidor Chiron, o qual executa minimizagéo de
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energia de moléculas proteicas através de dinamica molecular discreta com representacdo de
todos os 4&tomos de cada residuo da moléecula.

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

As interacBes intermoleculares das trés melhores conformagdes tridimensionais dos
complexos docados, ou seja, das moléculas ancoradas prevendo a orientacdo preferencial do
ligante em relacdo a proteina de forma a dar origem a um complexo estavel, foram
visualizadas, organizadas e analisadas utilizando o modulo de diagrama de interacdo de
ligante do software Maestro.

A partir dos resultados obtidos a sequéncia derivada da fibronectina humana (Fn),
especificamente os residuos 1521 a 1529 (Figura 6), contendo o motif TGRGDSPA da
fibronectina e a substituicdo do residuo de valina 1521 por um residuo de triptofano foi
escolhida para a sintese.

Figura 6 — Estrutura primaria da regido 1511-1540 da fibronectina humana (A) e da sequéncia
peptidica escolhida para sintese (B).

BUyDYTITVVYGR? PAYTGRGDSPASH® P¥ISKPISINYRTS (A)

2hWWTGRGDSPAY®? (B)

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3. Preparacdo das Membranas de Celulose Bacteriana

A CB foi obtida em cooperacdo com o Laboratério de Materiais Fotbnicos, do
Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, SP, com a colaboracdo da co-
orientadora do projeto, Sybele Saska Specian.

As mantas de celulose bacteriana (CB) foram preparadas através do cultivo estatico
das bactérias G. hansenii (ATCC 23769). A composi¢do do meio de cultura consistiu em 5%
(m/v) de glicose, 0,4% (m/v) de extrato de levedura, 0,073% (m/v) de sulfato de magnésio,

0,2% (m/v) de fosfato de potassio monobasico e 2% (v/v) de etanol absoluto. A linhagem G.
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hansenii foi cultivada em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo sempre 100 mL de meio
com 10% (v/v) de inoculo. O frascos foram incubados a 28°C por 120 h para obtencdo de
membranas de 5 mm de espessura.

A celulose forma-se na interface meio de cultura-superficie com aspecto de membrana
gelatinosa. As membranas foram purificadas quimicamente para remocdo das bactérias,
utilizando-se solugdo de hidroxido de sédio 2% (m/v) a 80°C por 1 h. Em seguida, as
membranas foram submetidas a lavagens vigorosas com &gua destilada até atingir a
neutralidade, e acondicionadas em agua deionizada.

As membranas assim obtidas 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.

3.4. Sintese Quimica do peptideo RGD

O peptideo contendo a sequéncia RGD (Figura 7) foi sintetizado manualmente pelo
método da fase solida - SPFS (AMBLARD et al., 2005), de acordo com o protocolo padréo
que emprega 0 grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados
terc-butilicos (t-Bu) para a protecdo das cadeias laterais de residuos de aminoacidos
trifuncionais (CHAN; WHITE, 2000), em seringa de polipropileno de 5 mL, munida de um
filtro de polietileno poroso, conectada a um sistema a vacuo com um frasco coletor de
residuos.

Figura 7 — Estrutura priméria do peptideo RGD sintetizado.

Acetil P WTGRGDSPA™*NH, (RL-RA1)

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram utilizados 517,6 mg de resina Rink-Amida MBHA, com grau de substitui¢éo
inicial de 0,59 mmol.g™ (RL-RA1) como polimero de partida. O uso da Rink-Amida resina na
sintese de RL-RA1 justifica-se pelo fato de que, ao final da sintese, o peptideo produzido

apresenta um grupamento amida na extremidade C-terminal, simulando uma ligacédo peptidica
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nesta regido, uma vez que o residuo da extremidade C-terminal deste peptideo corresponde a
um residuo interno da sequéncia da fibronectina. Segundo Ruoslahti (1996), os residuos de
aminoacidos no lado C-terminal da sequéncia RGD aparentam ser mais significativos na
ligacdo a integrina do que os no lado N-terminal. A mesma justificativa se aplica no caso da
acetilacdo, ao final da sintese, do residuo de triptofano N-terminal. O objetivo é obter uma
sequéncia peptidica sem carga efetiva nos residuos terminais.

O residuo de triptofano foi introduzido na sequéncia em substitui¢do a valina para que
0 peptideo pudesse ser detectado por espectroscopia de fluorescéncia, se necessario.

Como agentes de condensagdo foram empregados N,N’-diisopropilcarbodiimida / 1-
hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt). Na etapa de acoplamento de cada aminodcido, foi utilizado
um excesso molar de 3 vezes em relacdo a quantidade de resina de partida, tanto para 0 Fmoc-
aminoacido quanto para os agentes de condensacdo, inicialmente em diclorometano:N,N-
dimetilformamida (DCM:DMF) (1:1), por um periodo de 2 h. A desprotegdo dos grupos a-
aminicos (remocdo do grupo base-labil Fmoc), ap6s a entrada de cada aminoacido, foi
realizada empregando-se uma solucéo de piperidina 20% (v/v) em DMF.

A acetilacio de RL-RA1l foi realizada empregando anidrido acético e
Diisopropiletilamina (10 equivalentes cada) em DMF, por 60 min.

A eficiéncia das etapas de entrada de cada amino&cido foi monitorada pelo teste de
ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo (presenca de grupos amino livres,
esquematizada na Figura 8), o processo foi repetido com metade da quantidade inicial dos
reagentes.

A clivagem final do peptideo da resina e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais foram efetuadas pelo tratamento da respectiva peptidil-resina com uma
solucdo de clivagem contendo TFA (95%), agua deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS
(2,5%), em temperatura ambiente ndo controlada por 2 h.

O peptideo, denominado bruto, foi precipitado por centrifugacdo a 22.360 x g por 5
min e lavado com éter dietilico gelado (cinco vezes), dissolvido em agua deionizada contendo
0,045% de TFA (v/v), extraido e posteriormente liofilizado.

Uma pequena fracdo de cada peptideo bruto liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi
dissolvida em 1 mL de &gua ultrapura, filtrada e submetida a anélise qualitativa em CLAE, em

escala analitica.
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Figura 8 — Reacdo dos amino grupos livres dos aminoacidos com a ninidrina, produzindo um
composto de coloracdo azul-violacea.
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Fonte: Adaptado de PALOMO (2014).

As condicdes relativas a concentracdo de solvente para purificacdo do peptideo em
escala semi-preparativa foram determinadas a partir do tempo de retencdo e a porcentagem de
solvente observados no cromatograma obtido.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do peptideo sintetizado foi

realizada utilizando as seguintes condicdes:

e Analitica, em um cromatografo Shimadzu, em coluna de fase reversa Cig
Phenomenex Jupiter (150 x 4,6 mm), didmetro 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 condicbes
cromatograficas gerais incluiram os solventes A, constituido por 4gua contendo
0,045% de TFA, e B constituido por acetonitrila contendo 0,036% de TFA, em
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gradiente de 5 a 95% de B em 30 min, fluxo de 1,0 mL.min™ e comprimento

de onda do detector de 220 nm.

e Semi-preparativa, em um aparelho Beckman, com coluna de fase reversa Cig
Phenomenex Jupiter 5 pm (250 x 10 mm), didmetro da particula de 5 pm e
porosidade de 300 A. Os solventes utilizados foram todos de grau
cromatografico e &gua ultrapura. As condi¢cBes cromatograficas gerais
empregaram os solventes A, constituido por dgua contendo 0,045% de TFA, e
B constituido por acetonitrila contendo 0,036% de TFA, em gradiente de 5 a
45% de B em 90 min com fluxo de 2 mL.min™, com comprimento de onda do
detector de 220 nm.

A caracterizacdo do produto apos purificacdo foi feita através da determinacdo da
massa molecular, pela identificacdo e a confirmacdo do pico com massa molecular
correspondente ao valor teérico do peptideo puro, empregando cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC/ESI-MS), utilizando espectrdmetro de massas Bruker
Amazon SL, em modo de ionizagéo positivo (ES-MS positivo).

A andlise de aminoacidos a partir de hidrolise também foi realizada, utilizando 1 mL
de HCI 6 mol.L™* e 1 mg de peptideo, a 110°C por 72 h, sob agitacdo. Ap6s a hidrdlise, o
material foi concentrado a vacuo, dissolvido em tampédo de dilui¢do citrato de sodio 0,2
mol.L?, e filtrado em unidade filtrante GV Millex da Millipore antes de ser injetado no
analisador Shimadzu LC-10A/C-47A com método de funcionalizacdo pds-coluna usando
orto-ftalaldeido (OPA). O sistema foi calibrado com uma mistura padrdo de aminodcidos,
obtendo-se um valor para o tempo de eluicdo de cada aminoécido e o fator de converséo entre

a area de cada pico e a concentragcdo da amostra.

3.5. Incorporacéo do peptideo RGD ao suporte de celulose bacteriana

A incorporacao do peptideo RGD a membrana de CB foi executada de duas maneiras:

por adsorcdo e por imobilizacdo, com a finalidade de comparar o desempenho das amostras

Nnos ensaios in vitro.
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3.5.1. Adsorcdo (CB-RGDAdS)

A incorporacao do peptideo RL-RA1 foi realizada pelo processo de adsor¢édo. Por este
processo 0 peptideo interage a CB por ligagdes de hidrogénio, cuja liberagdo ocorre com a
elevacdo da forga ibnica do meio (condigdes bioldgicas).

Nesta etapa, as membranas foram submetidas a diversas lavagens com agua
deionizada; posteriormente o excesso de agua foi removido.

Preparou-se uma solucéo aquosa contendo o peptideo RL-RA1 livre, em concentracao
teérica de 0,428 mmol.L™. Uma aliquota da solucdo foi retirada para analise em
espectrofotobmetro Shimadzu UV-Vis 1601PC duplo feixe, em comprimento de onda fixo de
280 nm, com cubetas de quartzo de caminho éptico de 10 mm, na regido de maxima absorcao
do triptofano, presente no peptideo. A partir da absorbancia obtida, foi possivel calcular a

concentracgéo real da solugéo, de acordo com a Lei de Lambert Beer:

A = Absorbancia da amostra

¢ = Coeficiente de extingcdo molar tedrico (absortividade molar)

¢ = Caminho 6ptico

Sendo o coeficiente de extingdo molar do triptofano, o Unico aminoacido cromdéforo
presente na molécula, equivalente a 5690.n (n=1, ndmero de residuos de triptofano), foi
possivel determinar a concentraco inicial real do peptideo na solugdo como 0,367 mmol.L™.
As membranas foram entdo imersas nesta solugdo por 72 h, a 4°C. Ao final deste periodo, as
membranas foram lavadas duas vezes suavemente, com um volume de 150 mL de &gua
deionizada para remocdo do excesso de peptideo ndo adsorvido da superficie da membrana.
Esta agua foi recuperada e submetida a nova analise espectrofotométrica. A diferenca entre a
concentracdo inicial do peptideo em solucdo e a concentracdo da agua recuperada apos
lavagens da membrana resultou na concentracéo de peptideo adsorvido.
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3.5.2. Imobilizacdo (CB-RGDIm2)

A imobilizacdo do peptideo RGD na membrana de CB foi antecedida por uma etapa
de funcionalizacdo da membrana com o aminoacido lisina.

Para isso, inicialmente o excesso de agua da CB foi removido. 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 esterificacdo das
hidroxilas livres da celulose e acoplamento do aminoacido Fmoc-Lys(Fmoc), representado na
Figura 9 (reagdo 1), e em seguida a desprotecdo dos grupos aminicos atraves da retirada dos
grupos Fmoc (reacdo 2), no intuito de disponibilizar maior nimero de grupamentos amino

livres, aumentando os sitios disponiveis para o crescimento da cadeia peptidica.

Figura 9 — Esquema da modificacdo de superficie da membrana de CB. Reacdo 1: esterificacdo das
hidroxilas da CB e acoplamento do Fmoc-Lys(Fmoc). Reacdo 2: Desprotecdo dos grupamentos
amino.

Celulose

1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para a reagcdo de esterificacdo foram utilizados os seguintes reagentes: Fmoc-
Lys(Fmoc) 100 mmol.L?; 1,1°-cabonildiimidazol (CDI) (Sigma) 124,9 mmol.L™; e 127 pL
N-metilimidazol (NMI) (Fluka) em de DMF. O tempo de acoplamento foi em média de 2 h a
temperatura ambiente ndo controlada. Apds a reacdo foram realizadas varias lavagens com
DMF e posterior imersdo em DMF por 24 h para remocgao completa do excesso de reagentes.

A incorporagdo da Fmoc-Lys(Fmoc) as membranas de CB foi quantificada através da
analise espectrofotométrica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) pela liberacdo do
grupo croméforo Fmoc em solucdo de piperidina. Para tal, empregou-se um

espectrofotobmetro Shimadzu UV-Vis 1601PC duplo feixe, em comprimento de onda fixo de
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290 nm, regido de méxima absorcdo dos derivados de fluoreno, e cubetas de quartzo com
caminho 6ptico de 10 mm e solucéo recém-preparada de piperidina 20% (v/v) em DMF.

Uma amostra de aproximadamente 1 mg de cada uma das membranas foi colocada no
interior de uma cubeta, seguido da adicdo de cerca de 1,5 mL da solucéo de piperidina. Apos
agitacdo por cerca de 2 min efetuou-se a leitura espectrofotométrica, contra o branco da
solucdo de piperidina no qual a amostra foi omitida. O processo de agitagéo e leitura foi
repetido até a constancia do valor de absorbancia final, utilizado para o calculo do grau de

incorporacdo (GI) da Lisina as amostras de celulose, segundo a equacao abaixo.

| <mmol> _ _ (Aamostra)
g (1,65 X Mamostra)

GI = Grau de incorporacdo em mmol.g™

Aamostra = Absorbancia da amostra

Mamostra = Massa da amostra em mg

O grau de incorporacao foi considerado baixo, por esta razdo um segundo residuo de
lisina foi incorporado. Desta forma, foi realizada a desprotecdo dos grupos a-aminicos
(retirada do grupo Fmoc — Figura 9), nas diferentes amostras, empregando uma solucéo de
piperidina 20% (v/v) em DMF por 1 h a temperatura ambiente. Decorrida a desprotecéo,
sucessivas lavagens com DMF foram realizadas para remogdo do excesso da solucdo de
piperidina, seguido de lavagens com DMF, procedendo-se em seguida a incorporacdo de um
novo residuo de Lisina, empregando-se novamente o derivado Fmoc-Lys(Fmoc) e as mesmas
condigBes anteriores. Ao final do periodo de acoplamento (overnight) foi realizada nova
quantificacdo do teor de lisina total incorporada. Considerando o resultado obtido mais
adequado, procedeu-se com a desprotecdo dos grupos amina da lisina recém-incorporada com
uma solucéo de piperidina 20% (v/v) em DMF por 2 h sob agitacdo constante. Decorrida a
desprotecdo, as amostras foram lavadas com DMF, para continuidade da sintese do peptideo
RGD por imobilizagdo em membrana.

A massa média inicial das membranas de CB foi de 0,4420 g. A partir deste valor e do
GI médio (0,0143 mmol.gY), calculou-se o fator para acoplamento dos aminoacidos em 0,6
mmol, empregando um excesso molar de 3 vezes tanto para 0os Fmoc-aminoacidos quanto

para os agentes de condensac¢do, em relacdo a quantidade de lisina incorporada a CB.
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A sintese do peptideo RGD foi realizada ancorada a celulose bacteriana funcionalizada
com Lisina, conforme protocolo descrito na Tabela 3.

A desprotecdo dos grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada pelo tratamento
de cada uma das membranas com 120 mL de solucdo A (TFA 90%, TIS 3%, Fenol 1%, DCM
4% e agua deionizada 2%) durante 30 min, posteriormente mais 120 mL de solugdo B (TFA
50%, TIS 3%, Fenol 1%, DCM 2% e agua deionizada 44%), por 2 h.

Decorrida a desprotecdo, as amostras foram excessivamente lavadas com DMF,

seguido por lavagens com agua ultrapura a vacuo para troca de solventes.

Tabela 3 — Protocolo de sintese em membrana utilizando DIC/HOBL (estratégia Fmoc).

Reagente/solvente Operacao Tempo (min) Nljcr:irgrc?sde
DMF Lavagem 30 3
Anidrido acético 20% (v/v) em DMF Acetilacdo 60 1
Piperidina 20% (v/v) em DMF Desprotecéo 60 1
DMF Lavagem 30 4
Fmoc-aa-OH (leq) + HOB (leq) + Acoplamento Overnight 1

DIC (1 eq) em DMF

Fonte: Elaborado pela autora.
Todas as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz foram secas em molde

prensado a 37°C e acondicionadas em envelopes apropriados, e foram esterilizadas com

radiacdo gama a 25 KGy pela empresa Embrarad (Cotia- SP).

3.6. Caracterizacdo dos materiais

3.6.1. Angulo de Contato

A mensuracao de angulo de contato foi realizada no Laboratério de Fisico-Quimica de

Materiais do Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, SP, utilizando um
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equipamento Dataphysics Contact Angle System (KSV Instruments LTD, Finland), operado
em ar a temperatura ambiente e munido de camera CCD (Charge Coupled Device).
Empregou-se 0 método de gota sessil para determinar a molhabilidade das membranas de CB
pura, CB-RGDAds e CB-RGDImz, ou seja, o carater hidrofilico ou hidrofébico das mesmas.
A gota séssil foi dispensada com o auxilio de uma seringa, com agulha de 0,5 mm de diametro
e volume controlado de aproximadamente 10 pL de agua deionizada por gota. O angulo de
contato estatico foi medido imediatamente ap0ds a dispensacdo da gota (T=0s), em diferentes
pontos da superficie das amostras. As imagens das gotas sésseis foram analisadas utilizando o

software Drop-Shape Analysis SCA20. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6.2. Difratometria de Raios-X (DRX)

A determinacgdo da estrutura cristalina a partir de padrdes de raios-X foi realizada no
Laboratorio Computacional de Analises Cristalograficas e Cristalinas (LabCACC) do Instituto
de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, SP, empregando um difratbmetro Rigaku
Rint 2000 (Anodo Rotatorio), com filtro de niquel e radiacdo de Cu (Ka), com varredura
angular entre 5° a 80° (20) com passo de 0,02 s e 5°.min™. As amostras CB pura, CB-
RGDAds e CB-RGDImz 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 normalizacdo das intensidades.

3.6.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias das amostras foram realizadas para a andlise morfologica de
superficie e verificacdo da estrutura fina da CB pura, da CB-RGDAds e da CB-RGDImz. As
amostras foram recobertas por uma camada de ouro de espessura de 6 nm (20 s, tensdo de 3
Kv e corrente de 15 mA). As micrografias foram obtidas em um microscépio eletronico da
marca FEI, modelo Magellan 400 L, com detector da marca EDAX e modelo Apolo X
(Laboratério de Caracterizagdo Estrutural — LCE - da Universidade Federal de S&o Carlos,

UFSCar, SP). O parametro de tensdo utilizado foi de 2.00 kV. Para a analise das micrografias,
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utilizou-se o programa ImageJ 1.48v, com calibracdo de 0,343 pixels.nm™ para todas as

amostras.

3.6.4. Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

As anélises foram realizadas no Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de
Quimica da UNESP de Araraquara, SP, e os espectros de FT-IR foram coletados em um
equipamento Thermo Scientific Nicolet IS5, mddulo de iD1 transmissdo, resultado em % de
Transmitancia com resolucdo de 2 cm™, com actimulo de 20 varreduras, na faixa de varredura
de 4000 a 500 cm™. As amostras de CB pura, CB-RGDAds e CB-RGDImz foram preparadas
em pastilhas de KBr na propor¢gdo amostra:KBr de 1:100 em massa. Para confec¢do das
pastilhas as amostras foram picotadas e maceradas.

3.6.5. Analise Termogravimétrica (TG)

A anélise de TG foi realizada no Laboratério Multiusuérios de Caracterizacéo Fisico-
Quimica de Materiais do Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, SP,
utilizando um equipamento SDT Q600 (TA-Instruments). As amostras de CB pura, CB-
RGDAds e CB-RGDImz foram aquecidas em cadinho de alumina, da temperatura ambiente
até 800°C, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo continuo de 100 mL.min™ e razdo de
aquecimento de 10°C.min™. A partir dos dados coletados, foi calculada a porcentagem de
perda de massa, através do software OriginPro 8 SRO, v8.0724 (B724), da OriginLab
Corporation, e efetuada a interpolacdo da % de perda de massa das amostras em funcdo da

temperatura.

3.6.6. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

O estudo de calorimetria diferencial exploratéria (DSC: Differential Scanning

Calorimetry) foi realizado no Laboratério Multiusuarios de Caracterizacdo Fisico-Quimica de
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Materiais do Instituto de Quimica da UNESP — Campus de Araraquara, SP, utilizando um
equipamento DSC modelo 2910 MDSC TA Instruments. As medidas foram realizadas em
recipientes de aluminio herméticos, sob as seguintes condic¢des: atmosfera de nitrogénio com
fluxo continuo de 40 mL.min” e razdo de aquecimento de 10°C.min™. O aquecimento foi
feito da temperatura inicial de 30°C para a temperatura final de 600°C. Como referéncia

utilizou-se recipientes de aluminio vazios.

3.7. Analises in vitro

3.7.1. Cultivo dalinhagem L929

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados no laboratorio de Imunologia
Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP — Campus de Araraquara, SP,
utilizando células (fibroblastos) da linhagem tumoral de fibrossarcoma de tecido conjuntivo
murino (clone L929). A linhagem L929 escolhida para o ensaio de citotoxicidade e
viabilidade celular, bem como a anélise morfoldgica e de adesdo celular, estd de acordo as
normas ISO 10993-5:2009 (INTERNATIONAL..., 2009), que regula os testes in vitro de
citotoxicidade para dispositivos biomédicos.

As células L929 foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-
MEM, Sigma) acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma), gentamicina a 4
mg.100 mL™ de meio de cultura, penicilina a 1 pL.mL™ de meio de cultura e estreptomicina a
1 pL.mL™ de meio de cultura, sendo 0 meio assim composto denominado D-MEM completo
(D-MEM-C). Os repiques foram realizados uma vez por semana, sendo que as celulas foram
desprendidas da garrafa de cultura estéril (Corning, Inc.) utilizando-se uma solucdo padrao de
tripsina (Sigma), e a troca do meio de cultura realizada a cada dois dias. As células foram
entdo centrifugadas em centrifuga refrigerada (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.) a 400 x g por 10
min a 4°C, depois ressuspendidas em 1 mL de meio D-MEM-C e contadas em cémara
hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) pelo método de exclusdo do Azul de Trypan
a 0,04%. Estas células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular e para a analise

morfoldgica atraves de micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura.
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3.7.2. Ensaio de Viabilidade Celular

A analise de viabilidade celular e citotoxicidade foi realizada através do método
colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio, Sigma),
baseado na medida quantitativa da formacdao de cristais de formazana (cor purpura) a partir da
reacdo de reducdo do sal de brometo por proteinases mitocondriais ativas apenas em células
viaveis.

As células foram semeadas em densidade celular de 5x10* células.mL™ sobre as
amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz em uma placa de cultura estéril de 96 pogos
(Corning, Inc.). O controle positivo foi feito com amostras em meio de cultura D-MEM-C e 0
controle negativo com apenas as células em meio de cultura D-MEM-C. As placas de cultura
foram incubadas por periodos de 3, 7 e 10 dias em estufa a 37°C com 5% de CO, (Forma
Scientific), com troca do meio de cultura a cada dois dias. Apos cada respectivo periodo de
incubacéo, os sobrenadantes foram descartados e foram adicionados 100 pL de solugéo salina
tamponada de fosfatos (PBS) estéril para lavagem e remocao de células mortas suspensas.
Esta solucéo foi descartada e foram entdo adicionados 200 uL de uma solu¢do de MTT a 10,0
mg.mL™ diluida em PBS e meio D-MEM na proporgéo 1:4. Cada placa foi incubada por mais
4 h nas mesmas condicGes anteriores. Apds esta incubacdo, as membranas foram
cuidadosamente transferidas para pogos vazios com o auxilio de uma pinga, os sobrenadantes
foram descartados e foram adicionados 100 pL de alcool isopropilico para dissolu¢do dos
cristais de formazana formados. A absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro
(Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/Visivel com filtro de 540 nm e
filtro de referéncia de 620 nm. Quando necessario, foram realizadas dilui¢cbes adicionais
equivalentes de todos os sobrenadantes com alcool isopropilico. Os testes foram realizados

em triplicata, em periodos diferentes.

3.7.3. Morfologia celular

A andlise de adesdo e morfologia celular das células L929 foi realizada por MEV. As
micrografias foram obtidas em um microscépio eletrénico da marca Philips, modelo
XL30TMP, no Laboratério de Caracterizacdo Estrutural da Universidade Federal de Sao

Carlos, SP. O parametro de tensdo utilizado foi de 5.00 kV. Para a analise das micrografias,
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utilizou-se o programa ImageJ 1.48v, com calibracdo de 0,343 pixels.nm™ para todas as
amostras.

As células L929 com a densidade celular de 5x10* células.mL™ em meio de cultura D-
MEM-C foram plaqueadas sobre as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz em placas
de cultura estéril de 96 pocos (Corning, Inc.) e incubadas pelo periodo de 7 dias. Apds o
periodo de incubacdo, foram submetidas a procedimentos de preparacdo para MEV. Para
tanto, as celulas foram fixadas com a adicdo de 200 pL de glutaraldeido 2% em meio de
cultura D-MEM por poco, por 30 min a temperatura ambiente. Depois deste periodo, esta
solucdo foi descartada e foram adicionados 200 pL de tamp&o cacodilato 0,1 mol.L™* em
glutaraldeido 2% em cada poco, entdo as placas foram incubadas overnight a temperatura
ambiente. No dia seguinte, apos o descarte da solucdo anterior, prosseguiu-se a etapa de
desidratacdo das amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz com células L929, iniciada
pela lavagem com 200 pL de agua deionizada por 5 min, por 3 vezes. Apds a Ultima lavagem,
a &gua deionizada foi descartada, e foi feita uma sequéncia sucessiva de incubagdes em 200
WL por poco, cada incubagdo por um periodo de 10 min, em gradiente de alcool 25%, 50%,
75%, 95% e alcool absoluto, intermediadas pelo descarte da solugcdo anterior. Terminada a
desidratagéo, as placas foram colocadas em dessecador de vidro conectado a uma bomba de
vacuo e submetidas a secagem por 15 min. Apds este procedimento, o dessecador com as
placas foi vedado e transportado para o LCE da UFSCar, para que as amostras fossem
recobertas por uma camada de ouro de espessura de 6 nm (20 s, tensdo de 3 Kv e corrente de

15 mA), para finalizar a preparacdo dos materiais para a analise por MEV.

3.7.4. Animais

Foram utilizados 10 camundongos machos, Balb/c, pesando entre 18 e 25 g, com
aproximadamente 4 semanas de idade, procedentes do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica), UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo. Estes animais foram mantidos em
gaiolas em grupos de 5, com condi¢Bes ambientais estaveis de temperatura e umidade (23 +
2°C, 56 + 2% de umidade relativa do ar) e ciclos de claro e escuro de 12 h. Os animais
receberam &gua e racdo (Purina) esterilizadas, ad libitum, e foram eutanasiados em camara de
CO.. Os animais foram divididos em dois grupos, com 5 animais em cada, no 1° grupo foram

extraidos os macrofagos do exsudato peritoneal e no 2° grupo os esplendcitos totais do baco.
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O protocolo para uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no
Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — Unesp, parecer
Comité de Etica n® 09/2015 (Anexo 1).

Os ensaios que envolveram os camundongos consistiram na determinagédo da producao
de éxido nitrico e de citocinas, a partir de macrofagos do exsudato peritoneal e esplendcitos,
todos eles realizados no laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UNESP — Campus de Araraquara, SP.

3.7.5. Obtencéo dos macro6fagos do exsudato peritoneal

Os animais foram inoculados com 3,0 mL de tioglicolato de sédio a 3% (Difco) 72 h
antes da coleta das células. Apos este periodo, 0s animais foram eutanasiados em camara de
CO,. A pele da regido abdominal foi retirada assepticamente em cédmara de fluxo laminar
classe 100 (Veco) e o peritdbneo exposto. Foram inoculados 5 mL de solucdo de PBS estéril
gelada, pH 7,4, na cavidade abdominal, aplicando-se leve massagem para estimular a
liberacdo das células peritoneais. O liquido resultante foi colhido através de agulha e seringa,
transferido para tubo conico estéril de 15 mL (Corning, Inc.) e centrifugado a 700 x g por 5
min (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). O sedimento celular foi lavado 3 vezes com 3 mL de PBS
estéril, e apos a ultima lavagem ressuspendido em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640
(Sigma) contendo 2p-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10®° mol.L™, penicilina 100 U.mL*
(Sigma), estreptomicina 100 U.mL™ (Sigma), L-glutamina 2 mmol.L™ (Sigma) e 5% de soro
fetal bovino (Cutilab), sendo o meio assim composto designado de RPMI-1640 completo
(RPMI-1640C) para a contagem de células em camara de Neubauer pelo método de exclusao
do Azul de Trypan a 0,04%. A concentracdo de células foi ajustada para 5x10° células.mL™

em RPMI-1640C para a realizagdo dos testes propostos.

3.7.6. Cultura dos macroéfagos peritoneais e obtencéao do sobrenadante

Apos a obtencédo das células do exsudato peritoneal, os macréfagos foram plaqueados

na concentragdo de 5x10° células.mL™ sobre as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz

em placas de cultura de 96 pogos (Corning, Inc.). Como controle positivo foi utilizado LPS
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(10 pg.mL™), e apenas as células em meio RPMI-1640C como controle negativo, com
incubacdo em estufa com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific) a 37°C por 24 h.
Posteriormente, os sobrenadantes obtidos das placas foram transferidos para microtubos
estéreis (Eppendorf), centrifugados em centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C durante 10
min a 20.817 x g. Os sobrenadantes das culturas foram coletados, uma aliquota foi utilizada
para a determinagdo da produgdo de Oxido nitrico, e outra aliquota foi estocada em freezer a
-80°C até 0 momento da dosagem da citocina TNF-a. O ensaio foi realizado em duplicata por

animal.

3.7.7. Obtencéo dos esplendcitos totais

Os animais foram eutanasiados e tiveram o peritdnio exposto conforme descrito no
subitem 3.7.5. O peritonio foi aberto para a extracdo do bago, que foi macerado em malha de
nylon em uma placa de Petri estéril contendo 3 mL de RPMI-1640-C gelado, para a liberacao
das células. O contetdo da placa foi aspirado por seringa para obtencdo de uma suspensao
celular homogénea. As células foram entdo transferidas para tubo cénico estéril de 15 mL e
centrifugadas em RPMI-1640-C trés vezes a 400 x g por 5 min (Centrifuga Fanem, Ind.
Bras.). Apds a ultima lavagem as células foram novamente ressuspendidas em mais 1 mL de
meio RPMI-1640-C em camara de Neubauer (Boeco, Germany) pela técnica de exclusdo com
azul de Trypan a 0,04%. As suspensdes celulares foram entdo ajustadas para a concentracdo

de 5x10° células.mL™ para realizagdo do ensaio de determinacao da citocina IFN-y.

3.7.8. Cultura das células esplénicas e obtencéo do sobrenadante

As suspensoes celulares obtidas contendo células esplénicas na concentracdo de 5x10°
células.mL™ foram plagueadas sobre as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz em
placas de cultura de 96 pocos (Corning, Inc.), utilizando Concanavalina A (Con-A) na
concentracdo de 0,50 ug.mL™ como controle positivo e somente as células em meio de cultura
RPMI-1640-C como controle negativo, com incubacdo em estufa com tenséo constante de
CO, de 5% (Forma Scientific) a 37°C por 24 h. Apds este periodo os sobrenadantes obtidos

das placas foram transferidos para microtubos estéreis (Eppendorf), centrifugados em
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centrifuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C durante 10 min a 20.817 x g, coletados,
aliquotados e estocados em freezer a -80°C até 0 momento da dosagem de citocina. O ensaio

foi realizado em duplicata por animal.

3.7.9. Determinacéo da producdo de NO

O oxido nitrico (NO) foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo de
nitrito (NO;") no sobrenadante da cultura de células do exsudato peritoneal, através da reacéo
de diazotagdo com o reagente de Griess, composto por 58,07 mmol.L™" de sulfanilamida
(Merck), 3,86 mmol.L™ de dicloro N-(1-naftil)-etilenodiamina (Merck), 47,5 mmol.L™ de
acido ortofosforico (Mallinckrodt Chemical) e agua deionizada g.s.p. 100 mL (GREEN et al.,
1982).

Aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes das culturas de células do exsudato peritoneal
foram transferidas para nova placa de cultura de 96 pocgos de fundo plano (Corning, Inc.),
foram adicionados 50 uL de reagente de Griess, e entdo as células foram incubadas por 10
min em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdbmetro UV/visivel para microplacas (Microplate Reader, Ascent, Labsystems)
com filtro de 540 nm. A concentracdo de NO liberado nos sobrenadantes das culturas
celulares foi calculada a partir de uma curva padrdo previamente estabelecida, com
concentragdes molares conhecidas de nitrito de sodio, e os valores foram expressos em pumols

de nitrito/5x10° células (GREEN et al., 1982). O ensaio foi realizado em duplicata por animal.

3.7.10. Determinacéo da liberacéo de citocinas TNF-a e | FN-y

A citocina TNF-a foi quantificada no sobrenadante da cultura de macrofagos
peritoneais, enquanto que o IFN-y foi quantificado no sobrenadante da cultura de células
esplénicas através de testes imunoenzimaticos ELISA de captura (eBioscience), de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

As placas de 96 pogos (Corning Inc.) foram adsorvidas com 100 pL por cavidade de
anticorpo monoclonal de captura (anti-citocina purificada de camundongo), na concentracédo

adequada para cada citocina em PBS, pH 7,2, e incubadas overnight a temperatura ambiente.
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No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo tampéao PBS, pH 7,2, contendo
0,05% de Tween-20 (PBS-T), e posteriormente bloqueadas com 200 pL por pogo de diluente
de ensaio (tampédo PBS acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado, pH 7,2 - 7,4), a
temperatura ambiente por 60 min. Apds a incubacéo, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T. Em seguida, foram adicionados a cada po¢o 100 pL do padréo de citocinas ou dos
sobrenadantes das culturas de células a serem testadas. As placas foram novamente incubadas
a temperatura ambiente por 120 min, e lavadas 5 vezes com PBS-T. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL em cada pogo de anticorpo monoclonal de cabra (anticorpo anti-citocina
de camundongo) marcado com biotina, diluido a concentracdo adequada de cada citocina em
diluente de ensaio (1% BSA, 0,05% de Tween 20 em PBS, pH 7,2-7,4). As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por mais 60 min e lavadas outras 5 vezes com PBS-T,
sendo entdo adicionados 100 pL por poco do conjugado peroxidase-estreptavidina diluido em
diluente de ensaio do fabricante e incubadas novamente & temperatura ambiente por 60 min.
Apos este periodo de incubacéo, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e em seguida
adicionados 100 pL do substrato [10 mmol.L™ de tampdo citrato-fosfato, contendo 0,4
mmol.L " de tetrametilbenzidina (Sigma) e 1,2 mmol.L™ de H,0, (Mallinckrodt Chemical)] a
cada pogo e incubadas por 30 min em temperatura ambiente, ao abrigo de luz. A reacédo foi
interrompida adicionando-se 50 pL por poco de H,SO; 1 mol.L™. A absorbancia foi
determinada em espectrofotdbmetro UV/Visivel para microplacas (Microplate Reader,
Multiskan Ascent, Labsystems), com filtro de 450 nm e filtro de referéncia de 570 nm, e as
concentragcdes de cada citocina foram quantificadas mediante curva padrdo, estabelecida a
partir de quantidades conhecidas dos padrdes das citocinas. Os resultados foram expressos em
pg.mL™.

3.7.11. Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada empregando o programa estatistico
GraphPad Prism 6.05 (GraphPad Software, Inc.), no qual aplicou-se a analise de variancia
(ANOVA) fator unico, com teste de Tukey como pos-teste e determinacdo do nivel de
significancia para p < 0,05.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise 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 é geralmente o método utilizado quando € clara a relagéo
entre a sequéncia da proteina alvo e pelo menos uma estrutura conhecida. Ela considera que
dominios em sequéncias proteicas sao 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
homologas 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 aminoacidos. Geralmente admite-se
que a sequéncia proteica se arranja em uma conformacdo 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 sdo assumidas como sendo as que possuem menor energia livre
(HARDIN; POGORELOV; LUTHEY-SCHULTEN, 2002).

Neste trabalho, foram utilizados servidores que empregam o 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, comecando por
suas estruturas nao ligadas, obtidas por simulacdo de docagem, ou por modelagem molecular,
qualquer que seja a metodologia empregada. O objetivo é prever as conformacdes de ligacéo e
a energia de afinidade (TROTT; OLSON, 2010). O processo de docagem envolve dois passos,
a predicdo da conformacéo do ligante, bem como sua posic¢ao e orientacdo em relagao ao sitio
de ligacdo do receptor, o0 que é geralmente referido como “pose”, e a avaliacdo da energia de
afinidade (MENG et al., 2011).

O conhecimento sobre a estrutura tridimensional das estruturas proteicas é essencial
para 0 entendimento dos mecanismos funcionais, e para o desenvolvimento racional de
biomateriais e medicamentos. A modelagem computacional de estruturas proteicas e o estudo
das interacGes entre ligante e proteina receptora podem ser metodologias alternativas Gteis
(DAHL; SYLTE, 2005).

A partir do estudo computacional descrito no item 111, Material e Métodos, foi possivel
modelar tridimensionalmente os trés peptideos para analise de ligantes, cujos exemplos estéo

apresentados nos modelos da Figura 10.

Figura 10 — 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 pela autora.
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Quanto & andlise comparativa das interacdes intermoleculares das melhores
conformacdes tridimensionais dos complexos docados, trés exemplos estdo ilustrados na
Figura 11, mostrando uma conformacao de cada um dos trés ligantes em relacédo ao sitio de
interacdo 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 pontuagdes foram escolhidas as 3 melhores para serem visualizadas.

A pontuacdo 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 nimero de interagfes intermoleculares entre o0s
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 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 quimica.

Neste trabalho o estudo computacional foi realizado antes dos procedimentos
experimentais, com a finalidade de auxiliar na escolha da sequéncia peptidica a ser
sintetizada. Apenas a modelagem tridimensional e a docagem ligante-receptor foram
realizadas como forma de se obter um vislumbre do comportamento molecular. Todavia seria
primordial em anélises futuras incluir um estudo detalhado in silico que englobasse, por

exemplo, parametros como dindmica molecular e outros servidores de pontuacao de interacao.

4.1. Sintese Quimica do peptideo RGD

Resumidamente, a sintese de peptideos é a formacdo quimica repetida de ligacOes
amida para conectar as funcBes amina e carboxilica de L-o-aminoacidos adjacentes
(MARCHETTO, 2006).

A sintese de peptideos pode ser realizada a partir de um suporte polimérico, chamada
de sintese de peptideos em fase sélida (SPFS), ou em solucdo. A SPFS apresenta 0 grupo
carboxilico terminal unido covalentemente a um polimero sélido de forma que a cadeia
peptidica em crescimento encontra-se firmemente ligada a uma particula completamente
insoltvel nos solventes utilizados, podendo ser submetida a filtracdo e a lavagens (AL-
WARHI; AL-HAZIMI; EL-FAHAM, 2012; MERRIFIELD, 1963).
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Figura 11 — Diagrama de interacdo de ligante do Maestro entre PA e L1 (A), L2 (B) e L3 (C).
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Fonte: Elaborado pela autora.



Resultados e Discussao 63

O sucesso na sintese quimica de peptideos depende de uma combinacédo eficiente de
grupos protetores e de reagentes de acoplamento. A formacgéo da ligacdo peptidica entre 0s
aminoacidos adjacentes depende de duas etapas, a ativacdo do componente eletrofilo, o grupo
carboxilico (C carbonilico do &cido), pois caso contrario seria formado um sal de amonio, e 0
ataque nucleofilico pelo grupo amina do aminoacido que permanece ligado a resina, processo
este que esta esquematizado na Figura 12 (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, para evitar a perda de quiralidade do residuo associado ao grupo

carboxilico que se acopla.

Figura 12 — Esquema da formacao da ligacdo peptidica entre dois aminoacidos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Uma questdo chave na sintese de peptideos € a protecdo ou bloqueio dos grupos
funcionais reativos que ndo estdo diretamente envolvidos na formacdo da ligacdo peptidica.
Existem dois tipos de protetores, os temporarios, que sdo eliminados a cada ciclo da sintese e
que normalmente protegem a funcdo amina, e 0s permanentes, 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, a partir do grupo 9-fluorenil-
metiloxicarbonila (Fmoc) como grupo protetor temporario da funcdo o-amina, que é
eliminado com bases de forca moderada (piperidina 20% em DMF) e, como protetor das
cadeias laterais, 0 grupo terc-butila (tBu) e derivados, labeis na presenca de acidos como o
trifluoroacético.

A ativacdo do grupo carboxilico é feita por reagentes de acoplamento ou de
condensacdo, que podem ser de varios tipos; neste trabalho foram usadas carbodiimidas, que
sdo eficientes e de custo relativamente baixo. Utilizou-se N,N’-diisopropilcarbodiimida
(DIC), altamente soluvel em DMF, que reage com o acido carboxilico formando o
intermediario O-acilisourea, e este reage com o componente amina para produzir a ligacdo
amida correspondente. Utilizou-se também um derivado de hidroxilaminas, o 1-

hidroxibenzotriazol (HOBt), a partir do qual um éster ativo é obtido. E na presenca de um
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segundo equivalente de acido carboxilico ha a formacdo de anidrido simétrico. As trés
espécies reativas, O-acilisourea, éster ativo ou anidrido simétrico, sdo bons agentes acilantes
(AL-WARHI; AL-HAZIMI; EL-FAHAM, 2012; MARCHETTO, 2006).

Ap0s a clivagem final do peptideo da resina e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais, foi realizada a analise e a purificacdo do peptideo bruto, e os perfis
cromatogréaficos obtidos estdo representados na Figura 13, antes e apds a purificacdo, para fins

comparativos.

Figura 13 — Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo RL-RAL, antes (A) e
apos (B) purificacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O parametro tempo de retencdo do peptideo purificado foi mantido, em relacdo ao
cromatograma correspondente na analise do extrato bruto.

O rendimento da purificacdo foi calculado através da relacdo entre a massa do
peptideo bruto e a massa do peptideo purificado. A Tabela 4 apresenta os valores obtidos de

rendimento da purificacdo e da pureza relativa dos peptideos.

Tabela 4 — Rendimento da purificagdo e pureza relativa do peptideo RGD.

Peptideo Massa do peptideo Massa do peptideo apés  Rendimento da Pureza
P bruto (mg) purificagdo (mg) purificacdo (%) relativa (%)
RL-RA1 50,0 7,0 14,0 99,9

Fonte: Elaborado pela autora.
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O resultado de pureza relativa do peptideo indica que o método aplicado foi
satisfatorio.
Os valores de massa molecular obtidos pela técnica electrospray positivo (ES-MS

positivo) estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultado da analise de espectrometria de massas.

] Massa molecular [ESmVz (M)] [ESmVz (M+2H)*?]
Peptideo ) ) )
P (g.mol™) (g.mol™) (g.mol™)
RL-RA1 987,0 987,5 4947

Fonte: Elaborado pela autora.

O resultado obtido foi compativel com o valor tedrico calculado, confirmando a
identidade da estrutura peptidica sintetizada, o que evidencia que os procedimentos adotados
para sintese, desprotecdo, clivagem e purificacdo foram realizados com éxito.

4.2. Incorporacdo do peptideo RGD ao suporte de celulose bacteriana

4.21. CB-RGDAds

Na membrana CB-RGDAUS, a incorporacdo do peptideo RL-RA1 foi realizada pelo
processo de adsorcdo, para que ocorram entre peptideo e CB interacdes moleculares por
ligacGes de hidrogénio.

A concentracdo inicial real do peptideo em solucdo foi determinada
experimentalmente como sendo de 0,367 mmol.L™. Apés as lavagens, a mensuracdo da agua
recuperada e submetida a nova analise espectrofotométrica apresentou concentracdo final do
peptideo de 0,0826 mmol.L™. Desta forma, pode-se inferir que a concentracdo de peptideo
adsorvido na membrana foi de aproximadamente 0,284 mmol.L™, ou seja, um total de 9
pmols, o que esta proximo a valores descritos na literatura.

Shu e colaboradores (2004) estudaram a influéncia da concentracdo e da estrutura de
peptideos RGD ligados covalentemente a um hidrogel, sobre a adesdo, o espalhamento e a

proliferacdo celular em diferentes linhagens de fibroblastos. Eles estudaram um gradiente de
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concentracéo de peptideo de 0 a 0,268 mmol.L™, e puderam observar que com o aumento da
concentragéo o resultado da adesdo e da proliferacdo celular melhora, todavia a estrutura ou
biodisponibilidade da sequéncia RGD na superficie do material também exerce influéncia

sobre a funcéo biologica.

4.2.2. CB-RGDImz

O ensaio de Grau de Incorporacdo (GI) do aminoacido Fmoc-Lys(Fmoc) na membrana
de CB-RGDImz foi realizado em triplicata (n=3). Os valores obtidos inicialmente resultaram
em uma média de 0,00455 mmol.g™. Este Gl foi considerado baixo, e por esta razao, um
segundo residuo de lisina foi incorporado. Apoés esta etapa, o Gl médio final de Fmoc-
Lys(Fmoc) as membranas de CB foi equivalente a 0,0143 mmol.g™, trés vezes maior que na
primeira reacdo, resultado este que foi aceito, considerando que cada residuo de lisina tem a
capacidade de proporcionar dois novos grupos aminas, ampliando assim o numero de sitios

para o crescimento das cadeias peptidicas.

As membranas de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz foram secas em molde prensado a
37°C e acondicionadas em envelopes apropriados para serem esterilizadas com radiacdo gama
a 25 KGy. Este processo de esterilizacdo foi adotado de acordo com os trabalhos prévios de
Jipa e colaboradores (2012), Saska e colaboladores (2012) e Stoica-Guzun e colaboradores
(2013) que indicam que a CB ndo sofre alteragdes estruturais significativas nem perda de
propriedades quando submetida a este método de esterilizacdo por radiacdo gama,
independentemente da dosagem; nestes estudos o0s pesquisadores testaram as doses de
radiacdo gama de 5, 10, 20 e 50 KGy em compdsitos de filmes de PVA (élcool polivinilico) e
CB (STOICA-GUZUN et al., 2013).

4.3. Caracterizacdo dos materiais

4.3.1. Angulo de Contato

O valor do angulo de contato entre o liquido, a gota de dgua deionizada dispensada, e

0 solido, que é a amostra analisada, varia entre 0° e 180°. Este angulo formado entre
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superficies designa a propriedade de molhamento do material. A hidrofobicidade ¢é
caracterizada quando ha formacao de um angulo acima de 90°, ndo havendo o molhamento do
solido pelo liquido, pois o liquido néo se espalha (Figura 14A). Quando o angulo é menor que
90° o liquido se espalha sobre a superficie solida e ha o molhamento, o material €
caracterizado como hidrofilico (Figura 14B). O angulo de aproximadamente 0° ¢ atribuido ao
material com molhabilidade total, pelo espalhamento completo do liquido (Figura 14C).
Entretanto, o angulo de contato formado entre a gota de um liquido com tensdo superficial
conhecida e uma superficie solida depende da relacdo entre as forgas adesivas, que fazem a
gota espalhar-se sobre a superficie, e as forgas coesivas do liquido, que tendem a contrair a

gota a uma esfera com superficie minima (SHAW, 1975).

Figura 14 — Representacao do angulo de contato.
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Fonte: LUZ; RIBEIRO; PANDOLFELLI (2008).

As medidas de angulo de contato estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados do ensaio de angulo de contato para as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-
RGDImz.

Amostra Média Desvio padréo
CB 45,87° 1,94°
CB-RGDAds 16,27° 3,15°
CB-RGDImz 31,20° 0,95°

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Figura 15, as imagens capturadas através da camera acoplada mostram a interface
liquido-superficie para as amostras de CB pura, CB-RGDAds e CD-RGDImz, imediatamente
apos a dispensacao da gota de 4gua deionizada.

Os resultados obtidos indicam que o angulo de contato de ambas as membranas de CB
funcionalizadas com o peptideo de RGD (CB-RGDAdSs: 16,27° £+ 3,15° e CB-RGDImz: 31,2°
+ 0,95°) foram menores que da membrana de CB pura (45,87° + 1,94°). O angulo de contato
relativamente alto em relagdo a agua do CB pura é devido a sua estrutura de superficie. A
funcionalizacdo com peptideo RGD aumentou a quantidade de grupos hidrofilicos livres
(ligagdes amida, grupos carboxilicos e aminas) e, portanto, diminuiu 0 angulo de contato
referente a 4gua. Quanto a membrana de CB-RGDImz comparada & membrana de CB-
RGDAUSs, observou-se um aumento do angulo de contato, mas mantendo a molhabilidade.
Isto pode ser devido a etapa de esterificacdo da membrana com o aminodcido lisina, que
apresenta carater hidrofobico, bem como ao fato de que a energia de superficie da CB-
RGDAdS, por apresentar o peptideo livre, € maior que da CB-RGDImz. 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 15 — Imagens capturadas pela cAmera CCD, no ensaio de dngulo de contato. (A): membrana de
CB pura; (B): membrana de CB-RGDAdSs; (C): membrana de CB-RGDImz.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A adeséo e a proliferacédo celular sdo processos complexos, que ndo dependem apenas
da hidrofilicidade, mas também de interacGes quimicas especificas entre os ligantes acoplados
a superficies bioativas. A celulose € essencialmente hidrofilica devido a presenca de grupos
hidroxila livres na superficie, o que faz com que seja um material Util 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 apresentaram 6 < 90°, e esta propriedade
de superficie propicia melhor interacdo com as celulas. Contudo, a maior energia de superficie
das amostras contendo o peptideo pode favorecer a adeséao e a proliferacdo celular em relacdo
a CB pura.

A adesdo celular é um processo complexo, afetado por véarios fatores, como o
comportamento celular, propriedades de superficie do material, e fatores do meio. Dentre as
propriedades de superficie do material encontram-se a hidrofobicidade, carga, rugosidade e
composi¢do quimica. Por sua vez, a hidrofobicidade é um conhecido fator chave no controle
da adesdo celular, e estudos prévios indicam que quanto mais hidrofilica a superficie de
materiais, maior a adesao celular. Em superficies hidrofilicas, células geralmente mostram

bom espraiamento, proliferacdo e diferenciacdo (CHANG; WANG, 2011).

4.3.2. Difratometria de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios-X das membranas de CB pura, CB-RGDImz e CB-RGDAds
estdo representados na Figura 16.

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 aomos ao longo de cada plano, sdo os parametros que
caracterizam de forma Unica e especifica cada material cristalino.

Os picos de difracdo observados em 20 = 14,5° e 22,7° em todas as amostras séo
atribuidos a CB em cultura estatica (RETEGI et al., 2010). Cada um desses picos representa
as fases cristalinas I e If da celulose e acredita-se que 0 primeiro pico em 20 = 14,5°
represente os planos de projecdo (100) da fase Ia. ¢ (110 e 010) da fase IB, enquanto o segundo
pico em 20 = 22,7° represente a proje¢do dos planos (100) Ia ¢ (200) I (BARUD et al.,
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2008). Segundo Klemm e colaboradores (2005), apds secagem a membrana de CB torna-se
uma lamina de orientagdo uniplanar que consiste em aproximadamente 80% celulose | a.

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado segundo o método de Segal, Creely,
Martin e Conrad (POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013; SEGAL et al., 1959) a partir dos

picos de intensidade do difratograma, de acordo com a equagéo:

(1200 - Iam)

IC (%) = x 100

1200

Na equacéo, Iy € a intensidade maxima de difracdo no plano 200 em 26 =22,7° ¢ Iy é

a intensidade em 20 = 18°.

Os resultados obtidos de IC para os materiais foram de 81,16% para a CB, de 78,14%
para a CB-RGDAdSs e de 78,50% para a CB-RGDImz. Os valores obtidos para a CB e para a
CB-RGDImz sdo muito parecidos com os obtidos por Santos e colaboradores (2015) para a

CB ndo tratada com etanol e ndo envelhecida.

Figura 16 — Difratograma da CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz, com picos assinalados.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 17 é uma representacdo de como os planos de projecédo cristalograficos da

celulose nativa organizam-se espacialmente.
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Figura 17 — Modelo representando cadeias de celulose nativa, com representacdo dos planos
cristalograficos a direita.
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Fonte: POLETTO; PISTOR; ZATTERA (2013).

Uma pequena interferéncia em 0=16,5° pode ser observada nas trés amostras, que
aumenta levemente em consequéncia do processo de prensagem entre placas, em estufa para
secar as membranas, provavelmente decorrente de orientagdo induzida da membrana.
Segundo Retegi e colaboradores (2010), a menor compressdo no molde de celulose pode levar
a um aumento da cristalinidade, e esta variacdo pode ser atribuida a habilidade dos cristalitos
de celulose de se reorientar ou de um aumento no tamanho dos dominios dos cristalitos
existentes submetidos a forca compressional. Portanto, a diferenca no IC e no pico de 16,5°
mais evidente na CB-RGDAds pode ser resultante de diferenca em compressao durante sua
preparacao.

As diferencas observadas nos perfis dos difratogramas das amostras de CB, CB-
RGDAds e CB-RGDImz ndo foram estatisticamente significativas, o que indica que néo
houve mudancgas microestruturais na cristalinidade das amostras ap6s funcionalizagdo com o

peptideo, a partir do teste t-Student (p=0,05).

4.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 18 apresenta as fotomicrografias da morfologia superficial das amostras de

CB pura, CB-RGDAds e CB-RGDImz. Todas elas exibem estrutura de nanofibras continuas,
arranjadas aleatoriamente, que formam uma rede (CZAJA et al., 2007).
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Figura 18 — Micrografia por MEV das membranas de CB. (A): superficie da CB pura. (B): superficie
da membrana de CB-RGDAGdSs. (C): superficie da membrana de CB-RGDImz.

Fonte: Elaborado pela autora.

A espessura média das fibras foi determinada através do programa ImageJ, a partir das
micrografias das amostras, com resultados de 57,4 nm (£ 8,23 nm) para a CB pura, 55,5 nm
(x 8,1 nm) para a CB-RGDAdSs, e 51,8 nm (x 7,6 nm) para a CB-RGDImz. Foi realizada a
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analise estatistica pelo método de analise de variancias (ANOVA), e foi possivel inferir que as
mensuracOes obtidas ndo apresentam diferenca significativa entre as espessuras das amostras
(p=0,1286).

A andlise das micrografias por MEV indica que a metodologia utilizada para a
funcionalizacdo por incorporacdo do peptideo na membrana, tanto por imobilizacdo quanto
por adsorcdo, ndo resulta em alteracdo da estrutura das nanofibras, nem da morfologia de

superficie das membranas.

4.3.4. Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro vibracional na regido de infravermelho para as amostras de CB pura, CB-
RGDAds e CB-RGDImz esta representado na Figura 19.

Figura 19 — Espectro de infravermelho para as amostras de (A): CB, (B): CB-RGDAds e (C): CB-
RGDImz.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As principais bandas vibracionais caracteristicas da celulose sdo atribuidas em ~3500
cm™ para estiramento de OH, ~2900 cm™ para estiramento de alcanos e estiramento
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assimétrico de CH,, ~2700 cm para estiramento simétrico de CH,, 1645 cmt para
deformagdo H-O-H de 4gua adsorvida na superficie da CB, 1432 cm™ para deformacio
simétrica de CH,, ~1370 cm™ para deformacéo de CHs, ~1332 cm™ para deformacéo de OH,
e, de 1320 a 1030 cm™ para deformacéo de CO ou estiramento C-O e C-C (BARUD et al.,
2008; GEA et al., 2011; SASKA et al., 2012).

Na Tabela 7 estdo relacionadas as principais bandas vibracionais de infravermelho

observadas nas amostras.

Tabela 7 — Designacgéo das principais bandas vibracionais de absor¢éo de infravermelho da celulose e
do peptideo.

Numero de onda (cm'?) _
_ Vibragéo
Celulose Peptideo
~3500 Estiramento O-H
3330 - 3180 Estiramento N-H (amida)
2960 — 2904 Estiramento C-H dos grupos CH, e CH;
1660 — 1640 Deformagéo H-O-H de agua adsorvida e/ou estiramento C=0
(amida 1)
1550 - 1540 Deformacdo N-H (amida I1)
~1428 Deformacéo de CH, ou deformacéo no plano de O-H
1425 — 1390 (w) Estiramento simétrico COO
~1330 Deformacéo de CH3 ou deformacéo no plano O-H
~1160 Estiramento assimétrico nas ligagcdes C-O-C
~1040 Estiramento simétrico de alcool priméario C-O
895 LigacGes B-glicosidicas entre as unidades de glicose
665-670 Deformacdo OH fora de fase

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma leve diminuigdo de intensidade na banda vibracional em ~3500 cm™ ocorre nas
amostras de CB-RGDAds e CB-RGDImz, indicando que a funcionalizagdo das membranas
fez com que parte das hidroxilas livres da CB interagissem por ligacdes de hidrogénio,
diretamente com o peptideo ou através da esterificacdo com a lisina, respectivamente. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Saska e colaboradores (2012), em ensaio de

FT-IR para membranas de CB funcionalizadas com residuo de aminoacido glicina.
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Além desta banda, as bandas observadas em torno de 1660 e 1550 cm™ também
revelaram que ocorreu a funcionalizacdo da CB pelo peptideo RGD; adicionalmente, a banda
na regido ~1640 cm™ mostrou-se mais intensa para as amostras de CB-RGDAds e CB-
RGDImz em relacdo a CB. Estas bandas sé@o atribuidas ao estiramento C=0 para amida | e
deformagdo N-H para amida Il em torno de 1660 e 1550 cm™, respectivamente. No espectro
da amostra CB-RGDAdSs Figura 19B, as duas bandas estdo bem definidas em 1644 e 1543
cm, respectivamente, confirmando a presenca do peptideo adsorvido na CB. Além disso, a
banda em 1644 cm™ da CB-RGDAds apresentou deslocamento de 11 cm™ em relacido a CB
(1634 cm™), sugerindo que o peptideo apresenta interacdo com os grupos OH da CB por
ligacOes de hidrogénio. No espectro da amostra CB-RGDImz ndo foi observada a banda
referente & deformacao para amida 1, porém observou-se que a banda na regido de 1647 cm™
também apresentou um deslocamento de 13 cm™ em relagdo & CB pura, o que, da mesma
forma, sugere que o peptideo esta interagindo com grupos OH da CB, por ligacdo covalente.
As bandas observadas na regido de 1420 e 1350-1210 cm™ correspondem & deformagéo C-O
de &cidos carboxilicos ou ao estiramento simétrico de COO™ de aminoéacidos livres podem ser
observadas nas trés amostras.

A andlise de FT-IR, portanto, confirmou a incorporacdo do peptideo nas amostras de
CB-RGDAds e CB-RGDImz, pela presenca de bandas caracteristicas e pelo deslocamento de
bandas referente aos grupamentos amidas, em comparacdo com a CB pura, através da

interacdo com os grupos OH da membrana.

4.3.5. Analise Termogravimétrica (TG)

A estabilidade térmica de materiais pode ser medida através do perfil de perda de
massa sob o efeito de transferéncia de calor. A partir dos dados de perda de massa em fungéo
da temperatura pelo método termogravimétrico foram determinados os parametros que
descrevem o processo de degradacdo térmica das membranas de CB. Nesta andlise, foi
utilizado o gas nitrogénio como atmosfera inerte para evitar a ocorréncia de reacdes de
oxidacdo ap0s a iniciacdo da degradacdo das amostras.

Na Figura 20 estéo representadas as curvas TG das amostras de CB, CB-RGDAds e
CB-RGDImz.



Resultados e Discussao 76

Figura 20 — Curva TG para as membranas de (A): CB, (B): CB-RGDAds e (C): CB-RGDImz.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A estabilidade térmica das amostras pode ser importante para algumas aplicacdes e
pode prover informacdes sobre as interacOes entre as fibras da CB. Durante o tratamento

térmico, as amostras mostraram uma pequena perda de massa comecando da temperatura
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ambiente a até aproximadamente 100°C, referente a perda de moléculas de agua fisicamente
adsorvidas e ligadas por ligacdo de hidrogénio. Um segundo evento de perda de massa é
atribuido ao processo de decomposicao térmica na faixa de temperatura entre 260°C a 320°C.
Um terceiro evento foi observado para as 3 amostras em torno de 358°C a 363°C, no qual as
membranas sofreram uma perda de massa significativa (de 60 a 66%), evento este que pode
estar associado com a degradacéo da celulose a partir da clivagem das ligacGes glicosidicas,
incluindo a despolimerizacéo, desidratacdo e decomposi¢do das unidades de glicose em gases
(H20, CO e CO,). As temperaturas onset (T onset) observadas na curva TG estdo listadas na
Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados das curvas termogravimétricas para as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-
RGDImz.

. 0 0 .
Amostra T et (°C) Tdedecomposicdo % perdademassanaT  %residual de

(°C) de decomposicdo massa
CB 297 360 60,7 0,1
CB-RGDAds 300 358 65,6 2,3
CB-RGDImz 287 363 59,5 1,3

Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados de T onset, temperatura que determina a estabilidade térmica do
material, apresentaram um pequeno decréscimo de 10°C da amostra de CB-RGDImz em
relacdo a T onset da CB. Contudo, a diferenca observada entre materiais ndo € significativa e,
portanto, os resultados mostraram que a funcionalizacdo com o petideo RGD ndo alterou a
estabilidade térmica das amostras (MOHAMMADKAZEMI; AZIN; ASHORI, 2015;
POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013; STUMPF et al., 2013).

George e colaboradores (2005) relataram que em membranas purificadas por
tratamento alcalino a temperatura de decomposicdo aumenta em relacdo a temperatura onset
em aproximadamente 40°C. Neste trabalho, esta diferenca variou de 58 a 76°C, considerando
que as amostras foram submetidas a este tipo de metodologia de purificacdo, e a

funcionalizagdo posteriormente.
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4.3.6. Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

A avaliacdo da variacdo do fluxo de calor associado as transi¢cbes em funcdo da
temperatura para as amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz foi realizada através de

DSC, e esté representada na Figura 21.

Figura 21 — Curva de DSC para as amostras de (A): CB, (B): CB-RGDAds e (C): CB-RGDImz.
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As trés amostras apresentam um amplo evento endotérmico em comum, sendo que
para a amostra de CB esta na regido de 92°C, para a CB-RGDAdSs na regido de 108°C e para a
CB-RGDImz na regido de 116°C, referente a dessorcao de agua da estrutura polissacaridica.

Em temperaturas mais altas, outros eventos endotérmicos foram observados, agora na
regido de temperatura de 284°C para a CB, para a CB-RGDAds em 292°C e para a CB-
RGDImz em 257°C, referentes a decomposicdo térmica da celulose por pirdlise parcial da
fragmentacdo de ligagdes carbonilicas e carboxilicas das unidades de anidroglucose,
fornecendo carbono e mondxido de carbono (BARUD et al., 2007; GEORGE et al., 2005).
Todavia, este decréscimo na temperatura de degradacdo néo é significativo, estando de acordo
com os resultados encontrados na analise TG, o que demonstra que a estabilidade térmica das
amostras de CB-RGDImz e CB-RGDAdSs néo sofreu alteracdo em decorréncia do processo de

funcionalizacdo das membranas, quando comparadas a CB pura.

4.4. Analisesin vitro

44.1. Ensaiode Viabilidade Celular

A determinacdo da viabilidade das células L929 foi realizada apos 3, 7 e 10 dias de
incubacdo com as membranas de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz, sendo utilizadas como
controle negativo as células em meio D-MEM-C e como controle positivo isopropanol. Na
Tabela 9 estdo as médias dos resultados obtidos para o ensaio de viabilidade celular utilizando
MTT.

Tabela 9 — Valores obtidos de absorbancia para o ensaio de viabilidade celular por MTT, tendo como
controle negativo (C-) células em meio D-MEM-C e como controle positivo (C+) isopropanol.

Dia CB CB-RGDAds CB-RGDImz C- C+
3 0,090 0,093 0,102 0,053 0,046
7 0,437 0,366 0,576 0,494 0,053
10 0,510 0,494 0,639 0,797 0,047

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os calculos para obtencdo dos valores de viabilidade celular foram realizados a partir

da seguinte equacéo:

(Abs amostra — Abs C+)
Ve (%) = Ahs C x 100

Sendo, VC (%) = viabilidade celular; Abs amostra = média da absorbancia de cada
amostra analisada; Abs C+ = média da absorborbancia dos controles positivos e Abs C- =
média da absorborbancia dos controles negativos, considerando-se como a maior viabilidade
celular (100%) aquelas culturas celulares realizadas somente em presenca de meio D-MEM-C
(controle negativo). Os resultados obtidos foram expressos em percentual de viabilidade como
média + desvio padrdo, e estdo demonstrados na Figura 22.

Segundo os resultados obtidos, nenhuma das membranas de CB, CB-RGDAds ou CB-
RGDImz apresentou citotoxicidade, de acordo com o padrdo da ISO 10993-5:2009
(INTERNATIONAL..., 2009) que preconiza 0 minimo de 70% de viabilidade celular para que
0 material seja considerado ndo citotdxico, exceto no 7° dia, no qual a membrana de CB-
RGDAUs apresentou-se levemente citotoxica, com viabilidade celular de 63,3%, e no 10° dia,
no qual as membranas de CB pura e CB-RGDAds apresentaram viabilidade de 58,69% e
56,71% respectivamente, ou seja, também apresentaram-se com leve citotoxicidade.

A CB-RGDImz foi a que apresentou melhor desempenho para todos os tempos de
incubacdo testados, com valores de viabilidade celular média de 106,96%, 105,80% e
74,89%, referentes ao 3°, 7° e 10° dias, respectivamente.

No 3° dia, as culturas celulares nas 3 membranas CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz
ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre as elas (p = 0,338). Contudo, no
7° dia a membrana CB-RGDImz (105,8%) apresentou viabilidade celular superior em relacéo
a membrana CB-RGDAds (63,3%) < CB (77,7%), cujos valores mensurados foram
estatisticamente significantes (p < 0,0003). Por fim, para o 10° dia de incubagdo um
decréscimo na taxa de proliferacdo celular foi observado, cujo fato pode estar relacionado a
maturacdo das culturas celulares; além disso, diferencas significativas foram observadas entre
as membranas, sendo que a membrana CB-RGDImz apresentou uma taxa maior de
viabilidade (74,89%) em relacdo as membranas CB (58,69%) e CB-RGDAds (56,71%) (p <
0,0001).
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Figura 22 — Ensaio de viabilidade celular por MTT para as células L929, expresso em %, com tempo
de incubacdo das amostras de 3 dias (A), 7 dias (B) e 10 dias (C) (* p < 0,0003; *** p < 0,0001).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Moreira e colaboradores (2009) testaram a viabilidade celular utilizando MTT a partir
de fibroblastos de camundongo (3T3) e células de ovario de hamster chinés (CHO: Chinese
Hamster Ovary) em nanofibras de CB. As medidas foram feitas em 24 h, 48 h e 72 h, e 0s
resultados obtidos demonstraram proliferacdo celular diminuida para ambas as linhagens
celulares, independente da concentragdo das nanofibras de CB, o que pode ter sido decorrente
das caracteristicas da superficie do material.

Em outro estudo, Béachdahl e colaboradores (2006) realizaram um ensaio de
proliferacdo e viabilidade de células de musculo liso (SMC: Smooth Muscle Cells) cultivadas
sobre a CB pelo método de Alamar Blue, com poliestireno como material de referéncia, e
obtiveram resultados de taxa de proliferacdo celular significativamente menor na CB, num
periodo de 7 dias de incubacdo. Eles discutem que é importante considerar tanto a topografia
guanto a quimica do material analisado, pois em determinados materiais como hidrogeis, por
exemplo, fibroblastos e SMC produzem menos colageno que em plastico de cultura celular.
Desta forma, com a sintese proteica e metabolismo celular alterados, podem ocorrer
diferencas na adesdo entre a superficie da CB e o plastico da microplaca. Outra discussdo
relevante abordada neste trabalho é a de qual a populacao celular é desejada no planejamento
de um biomaterial, considerando que, inicialmente, um perfil proliferativo de células é
necessario; contudo, quando implantado no hospedeiro, é preferivel que as células apresentem
um fendtipo quiescente, diferenciado e contratil.

Da mesma forma, considerando a finalidade das membranas desenvolvidas no presente
trabalho, como biomaterial para atuar na reparacdo tecidual de pele em feridas, em um
primeiro instante, durante a fase proliferativa, faz-se necesséario que a taxa de proliferacéo
celular de fibroblastos seja alta e, consequentemente, com alta porcentagem de viabilidade
celular e baixa citotoxicidade. Contudo, a partir do momento em que as células se organizam
no local da ferida, elas comecam a sintetizar colageno e se transformam em miofibroblastos
para permitir a contracdo da ferida e estes, por sua vez, apresentam taxa de proliferagdo menor
em comparacdo aos fibroblastos provenientes da periferia da ferida. Esta fase € seguida pela
remodelagem e maturacdo do tecido, que pode ocorrer do dia 8 a até um ano apds a
instauracdo da ferida, na qual a deposicdo de colageno é feita de forma extremamente
organizada, e 0 aumento da sintese desta proteina ocorre ndo somente pelo aumento do
numero de fibroblastos, mas também pelo aumento da sintese de colageno por célula, todavia
0 excesso de sintese pode levar a uma cicatriz hipertréfica ou queloide (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006).
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Neste trabalho foi empregado apenas uma linhagem celular (L929) e um método,
através de MTT, para a avaliacdo inicial de citotoxicidade e viabilidade celular dos materiais
desenvolvidos, contudo, outras linhagens de fibroblastos e queratindcitos, seriam relevantes
para uma analise mais ampla dos materiais. Outros parametros, tais como genotoxicidade e

mutagenicidade também poderiam ser avaliados.

4.4.2. Morfologia celular

As micrografias das amostras de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz apds 7 dias de
cultivo estdo demonstradas na Figura 23, com aumentos de 500x e 1.000x para cada amostra.

Nestas imagens foi possivel observar que nas membranas de CB-RGDImz ha uma
quantidade maior de células aderidas as membranas em comparacdo a CB pura e a CB-
RGDAds, com bom espraiamento celular e diferenciacdo morfoldgica a partir da emissdo de
filopodias, que sdo prolongamentos que indicam que as células estdo aderidas sobre a
superficie. Quanto ao aspecto morfologico, € possivel observar em todas as amostras a
presenca de células de forma romboide, de filopodia e de lamelipodia, de acordo com a
classificacdo para morfologia celular descrita na literatura (MONTESINOS et al., 2009), bem
como algumas células com o formato mais arredondado, o que indica pouca adesdo e
tendéncia a apoptose.

Ainda em relacdo as caracteristicas morfoldgicas e de adesdo, é possivel visualizar a
formacdo de uma rede entre as células alongadas, principalmente nas amostras CB-RGDImz e
CB pura, enquanto que na amostra CB-RGDAds as células encontram-se em sua maioria
distantes uma das outras, com poucas células interligadas.

Estes dados sugerem melhor biocompatibilidade da CB-RGDImz, e também da CB
pura, em relacdo a CB-RGDAdSs, quanto ao parametro de adesao e proliferacdo de fibroblastos
L929.
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Figura 23 — Micrografia por MEV das membranas. (A) e (B): superficie da CB pura; (C) e (D):
superficie da membrana de CB-RGDAdS; (E) e (F): superficie da membrana de CB-RGDImz (A, C, E
com aumento de 500x%; B, D, F com aumento de 1.000x).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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O processo da adesdo celular mediada por integrinas engloba eventos de ligacdo
celular, o espalhamento da célula, a organizacdo do citoesqueleto de actina e a formacdo de
adesdo focal. A adesao celular e a formacéo de adeséo focal desencadeiam a sobrevivéncia e a
proliferacdo de células dependentes de ancoragem (HERSEL; DAHMEN; KESSLER, 2003),
como os fibroblastos L929, e as células apresentam-se alongadas, emitindo prolongamentos,
engquanto que a perda da adesdo leva a apoptose em varios tipos de células, denominada
“anoikis”, com células arredondadas caracteristicas. Ainda segundo Hersel, Dahmen e Kessler
(2003), este tipo de apoptose pode ser induzido quando ligantes sollveis ndo imobilizados
como 0s peptideos RGD estdo presentes, 0 que pode justificar a baixa adesdo e proliferacéo
celular na amostra CB-RGDAGdSs, cujo peptideo quando submetido a elevacao da forca idnica
no meio de cultura pode ter sido liberado, e entdo se ligado as integrinas presentes nas células
L929. Um esquema do efeito da interagdo entre os ligantes de RGD e as integrinas de

membrana celular esté representado na Figura 24.

Figura 24 — Esquema do efeito da interacdo ligante RGD-integrina de membrana celular quando
imobilizado em superficie, como na CB-RGDImz (A) e quando em solugdo, como na CB-RGDAds
(B), apds liberacdo do peptideo no meio de cultura celular.
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Fonte: Adaptado de Hersel; Dahmen; Kessler, 2003.
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Outros ensaios, como a avaliagdo morfoldgica por microscopia de fluorescéncia e
andlises de proliferagdo e adesdo celular através de diferentes metodologias poderiam ser

realizados em estudos futuros das membranas.

4.4.3. Determinacao da producéo de NO

A determinacdo da producdo de NO foi realizada nos sobrenadantes de culturas de
macrofagos do exsudato peritoneal, apos aderéncia, obtidas de camundongos Balb/c. As
células foram mantidas em placas de cultura de tecidos de 96 pogos por 24 horas, sobre as
amostras de membrana de CB, CB-RGDAds e CB-RGDImz, do LPS como controle positivo
ou somente céelulas em meio RPMI-1640C como controle negativo.

As concentracOes de nitrito foram obtidas através de uma curva padrdo previamente
estabelecida com concentracdes conhecidas de nitrito de sédio (NaNO,) e os resultados
obtidos foram expressos em concentracdo de nitrito (umols de nitrito/5x10° células),

demonstrados na Figura 25.

Figura 25 — Producdo de NO em cultura de células do exsudato peritoneal, apds aderéncia, de
camundongos Balb/c. Resultados expressos em pmols de nitrito/5%10° células, como média + desvio
padréo (* p < 0,0001).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As membranas CB e CB-RGDAGdSs apresentaram uma concentracdo de nitrito de 68,87
e 70,40 pmol/5x10° células respectivamente, o que indica que este material apresentou
producdo de nitrito relativamente alta. A membrana de CB-RGDImz em contato com as
células produziu concentracdo de nitrito de 14,15 pmol/5x10° células, o que representa uma
quantidade relativamente baixa, sendo estatisticamente significante em relacdo as membranas
de CB e CB-RGDAdSs (p < 0,0001).

No processo de cicatrizacdo de feridas, imediatamente apds a lesdo, inicia-se a fase
inflamatdria com a liberagdo de substancias vasoconstritoras e estimulacdo da cascata de
coagulacdo pelas plaquetas, com liberacdo de diversas citocinas, e neutrofilos migram para o
local por quimiotaxia. Mondcitos que se encontram nos tecidos proximos e no sangue também
sdo atraidos e se diferenciam em macrdfagos atraves do estimulo de citocinas como o IFN-y e
estes, assim que ativados, medeiam a angiogénese, a fibroplasia e a producéo de NO, através
da secre¢éo de diversas enzimas e citocinas, dentre elas as colagenases para desbridar a ferida,
a TNF-a que estimula fibroblastos a produzir colageno e promove a angiogénese e a TGF-,
que estimula queratindcitos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; ISAAC et al., 2010).

O NO é uma molécula inorgénica utilizada pelas células como agente de sinalizagdo
ou de toxicidade, produzida por varios tipos de células em varios tecidos e com diversas
fungBes. Em mamiferos, atua como agente de relaxamento vascular, como neurotransmissor,
como inibidor de agregacdo de plaquetas, e também é sintetizado durante as respostas imune e
inflamatdria, estando envolvido na imunidade inata como agente toxico contra organismos
infecciosos, mas também induzindo ou regulando a funcdo e a morte das células da imunidade
do hospedeiro, desta forma regulando a imunidade especifica (COLEMAN, 2001). Um Unico
elétron torna 0 NO em um radical muito ativo, o qual penetra através de membranas
bioldgicas e facilmente reage com outras substancias (ARZUMANIAN et al., 2003).

O NO é formado durante uma reagdo de oxidacdo complexa, a partir de N-arginina e
oxigénio, com a participagdo da enzima NO sintase (NOS). Vérias isoformas desta enzima ja
foram purificadas e muitas outras ja tiveram seus genes clonados. Estas isoformas
representam uma familia de proteinas e, aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos,
podendo ser categorizadas como NOS constitutiva (c-NOS), dependente de ions calcio e de
calmodulina, e que esta envolvida na sinalizagdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS),
produzida por macrofagos e outras células ativadas por citocinas (ARZUMANIAN et al.,
2003; COLEMAN, 2001; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). A isoforma constitutiva
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compreende a NO sintase neuronal (nNOS), que ¢ encontrada em plaquetas, células 3
pancreaticas, nos musculos, nos pulmdes, no estbmago, em células epiteliais do Utero e em
células endoteliais de arteriolas aferentes e eferentes e a NO sintase endotelial (eNOS),
encontrada em plaquetas e células endoteliais; por sua vez, a forma induzivel ndo é expressa
sob condi¢Bes normais, é induzida por citocinas ou por endotoxinas em uma variedade de
células, como macrdfagos, linfocitos T, células endoteliais, midcitos, hepatdcitos,
condrdcitos, neutrofilos e plaguetas (ARZUMANIAN et al., 2003; DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003). O NO ¢ a principal molécula reguladora do sistema imune e atua como
modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente
toxico, principalmente em situacBes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do
oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).
Desta forma, € possivel concluir que o NO apresenta um papel duplo na resposta inflamatoria,
com grande importancia na defesa contra micro-organismos e células tumorais, porém
também apresentando efeitos pré-inflamatérios, podendo causar doencas cardiovasculares,
doencas autoimunes e choque septico (KAMINSKI et al., 2002; KILBOURN; GRIFFITH,
1992).

Portanto, a partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que a CB-RGDImz é a
membrana com menor efeito de producdo de NO, o que corrobora com o resultado para a
mesma membrana do ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade, apesar de o tempo de
exposicdo as membranas ser diferente nos dois ensaios, sendo a producdo de NO por
macrdfagos peritoneais de camundongos uma resposta mais imediata, medida em apenas 24 h

de exposicao das células aos materiais.

4.4.4. Determinacao da liberacéao da citocina TNF-a

A citocina TNF-o foi quantificada no sobrenadante da cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos Balb/c, utilizando um ensaio imunoenzimatico comercial ELISA
de captura, e os resultados foram descritos na Figura 26, expressos em concentracdo da
citocina (pg.mL™), como média + desvio padrao.

A liberacdo de TNF-a pelos macrofagos peritoneais mostrou diferenga

estatisticamente significativa (p < 0,0032) entre a membrana de CB em relacdo a CB-
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RGDImz (956,4 e 644,0 pg.mL™, respectivamente), e a membrana de CB-RGDAds (888,6
pg.mL™) apresentou diferenca em relacéo & CB-RGDImz.

No curso de reacGes inflamatorias, mecanismos pro-inflamatorios sédo fundamentais
para garantir a eliminacdo dos agentes toxicos, infecciosos ou alergénicos. Na regulacdo da
inflamacdo mediada pela imunidade ou ndo especifica, as células apresentadoras de antigenos
como 0s macrofagos e as células dendriticas exercem um papel principal na manutencdo da
homeostasia (GOERDT; ORFANOS, 1999). Os macrofagos atuam na resposta imune inata e
adquirida (celular e humoral), e sdo capazes de reconhecer e destruir componentes alterados
do hospedeiro, como células apoptéticas e micro-organismos invasores, estando entre as
primeiras células a interagir com estes. Dependendo dos receptores de reconhecimento
utilizados e do estagio de diferenciacdo, os macrdéfagos podem agir de forma direta, pois
liberam diversos produtos como radicais de hidrogénio e de nitrogénio, citocinas como
TNF-a, quimiocinas, €, dependendo de sua capacidade fagocitica e destrutiva, podem eles
mesmos eliminar os invasores; ou entdo podem, assim como as células dendriticas, agir de
forma indireta, e influenciar a resposta Th1l/Th2 da imunidade adquirida e, por sua vez,
responder a células T ativas e linfocitos B, através de interacdes celulares e produtos soluveis
como IFN-y, IL4 e IL13, e anticorpos que regulam suas atividades fagociticas e eliminatorias

(GORDON, 1998).

Figura 26 — Determinacdo da produgdo de TNF-o em cultura de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c, incubados na presenca de CB, CB-RGDAds, CB-RGDImz, células incubadas
em LPS como controle positivo e células em meio de cultura RPMI-1640C como controle negativo (*
p < 0,0032).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As citocinas sdo proteinas pequenas, cujo agrupamento nao € feito por motif de
sequéncia de aminoacidos ou por estrutura tridimensional, mas sim por sua funcéo bioldgica
e, na maioria das vezes, estdo envolvidas na resposta do hospedeiro a doenca ou infeccédo e
em mecanismos homeostaticos, e podem ser produzidas em todos os tecidos e pela maioria
das células (DINARELLO, 2000; HOPKINS, 2003). O estimulo classico para a producdo de
citocinas pelas células consiste na endotoxina bacteriana, ou lipopolissacarideo (LPS), apesar
de que varios outros componentes patogénicos ativam similarmente os receptores Toll-like
(TLR) na superficie celular (HOPKINS, 2003).

A citocina TNF-a tem atividade citotoxica tumoral e carater pro-inflamatorio, é capaz
de ativar vias inflamatdrias semelhantemente ao LPS, como a que leva a producdo de
mediadores inflamatorios lipidicos e NO, a inducdo de moléculas de adesdo celular
particularmente no endotélio, e a inducdo da producéo adicional de citocinas, incluindo a IL-
6, a IL-8 e fatores estimuladores de colonias (CSFs) (HOPKINS, 2003).

Desta forma, os ensaios de producdo de citocinas deste estudo tém a finalidade de,
juntamente com a producdo de NO e da avaliacdo de viabilidade celular, avaliar o carater
citotoxico e inflamatdrio das membranas de CB-RGDAds e CB-RGDImz em comparagdo a
CB pura, de forma a determinar o potencial como biomaterial para reparagéo tecidual de pele.
Foi possivel observar a partir dos resultados obtidos uma relacéo entre as sinteses de NO e de
TNF-a, pois o aumento da produgdo de NO se deve, dentre outros fatores, a inducdo de
mediadores pro-inflamatérios como TNF-a. A CB-RGDImz apresentou os melhores
resultados, com as menores concentracfes de ambos.

Citocinas podem atuar em sinergismo, como 0 TNF-a ¢ o IFN-y, na regulacdo das
propriedades e da funcdo dos macréfagos, com vérios efeitos conhecidos, inclusive a geracdo
de radicais livres como 0 NO (TENGKU-MUHAMMAD; CRYER; RAMJI, 1998).

4.45. Determinacao da liberacédo da citocina | FN-y

A citocina IFN-y foi quantificada no sobrenadante da cultura de células esplénicas de
camundongos Balb/c, através de teste imunoenziméatico comercial ELISA de captura, e 0s
resultados foram expressos em concentracdo de IFN-y (em pg.mL™), como média + desvio

padréo, e representados na Figura 27.



Resultados e Discussao 91

A anélise da liberagdo de IFN-y pelos esplendcitos mostrou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,0657) entre as membranas de CB (826,2 pg.mL™), de CB-
RGDAdSs (991,5 pg.mL™) e de CB-RGDImz (252,9 pg.mL™).

Figura 27 — Determinacdo da producdo de IFN-y em cultura de esplendcitos de camundongos Balb/c,
cultivados na presenca de CB, CB-RGDAds, CB-RGDImz, Con-A: controle positivo e células em
meio de cultura RPMI-1640C: controle negativo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Embora originalmente definido como um agente com atividade antiviral direta, as
propriedades do IFN-y incluem a regulacdo de diversos aspectos na regulacdo da resposta
imune, a estimulacdo da atividade bactericida em fagdcitos, a estimulacdo da apresentacéo de
antigenos através de moléculas do MHC (Major Histocompatibility Complex: complexo de
histocompatibilidade principal) de classe | e 1, a orquestracdo de interacdes entre leucdcitos-
endotélio, efeitos na proliferacdo celular e na apoptose, bem como estimulagéo e represséo de
uma variedade de genes cuja significancia funcional permanece obscura (BOEHM et al.,
1997).

Apesar da diferenca entre os niveis de IFN-y produzidos em resposta ao estimulo da
presenca das membranas em contato com os esplendcitos ndo ter sido estatisticamente
significativo, é possivel observar que, em relacdo ao controle positivo, estes mesmos niveis
foram baixos.

Os ensaios de TNF-a e IFN-y em modelo murino oferecem uma boa perspectiva em
relacdo as caracteristicas de um biomaterial quanto a resposta inflamatéria, entretanto, é
necessario ressaltar que em situagcdes in vivo a resposta imune apresenta um padrdo de

complexidade muito maior, envolvendo diversas moléculas, citocinas e vias de regulacéo.



Resultados e Discussao 92

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel sugerir que a membrana de
CB-RGDImz constitui uma excelente alternativa para a finalidade almejada, para a utilizagéo
como biomaterial, curativo temporario ou suporte para reparacao tecidual de pele.

Assim sendo, seria interessante para um estudo futuro mais aprofundado, aumentar os
parametros de andlise da CB, em especial da CB-RGDImz que apresentou o melhor
desempenho, incluindo, por exemplo, diversas concentragfes do peptideo imobilizado, outras
citocinas pro e anti-inflamatdrias medidas em periodos diferentes, e com padronizacdo da

producdo das membranas em todas as suas etapas.
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V. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidas membranas de celulose bacteriana
funcionalizadas com um peptideo contendo a sequéncia WTGRGDSPA, segundo duas
diferentes metodologias, a de adsorcdo (CB-RGDAds) e a de imobilizagdo por ligacédo
covalente (CB-RGDImz).

Os ensaios de caracterizacdo mostraram que as membranas obtidas apresentam-se
hidrofilicas, o que auxilia a interacdo entre células e superficie das membranas. Da mesma
forma, foi possivel observar que a funcionalizagdo das membranas ndo promoveu
modificacdo significativa sobre as propriedades de cristalinidade e morfologia da CB, nem
alteracdo significativa na estabilidade termica das membranas funcionalizadas.

No ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade com fibroblastos L929, a CB-
RGDImz apresentou melhores resultados em relagdo a quantidade de células viaveis, porém
nenhuma das membranas de CB pura, CB-RGDAds ou CB-RGDImz apresentou
citotoxicidade consideravel para os periodos analisados. O aspecto morfologico das células
em contato com a membrana de CB-RGDImz indicou caracteristicas de boa adesdo e
proliferacdo, o que demonstra que a presenca do peptideo imobilizado sobre a superficie da
CB apresentou melhores condicbes de superficie quando comparado as membranas de CB-
RGDAds e de CB pura, enquanto que na CB-RGDAds parte das células apresentou
caracteristicas de apoptose.

A membrana CB-RGDImz apresentou melhor desempenho quanto a determinacgéo de
citocinas e da producdo de 6xido nitrico na avaliagcdo da resposta inflamatoria pela interacéo
de membranas e celulas, realizadas com células de camundongo Balb/c.

Conclui-se que a membrana de CB-RGDImz é a mais promissora em relacdo a
potencialidade para utilizacdo como biomaterial, para reparacéo tecidual de pele, contudo os
resultados obtidos para as membranas de CB pura e CB-RGDAds foram também
considerados excelentes, indicando que estudos adicionais futuros para aprimoramento destes

materiais seriam de grande relevancia.
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Algumas sugestdes de estudos futuros para complementar a avaliacdo dos materiais
incluem o desenvolvimento da CB-RGDImz com diferentes concentracBes de peptideo
imobilizado, a partir de metodologia padronizada de producgédo e secagem das membranas. A
caracterizagdo fisico-quimica dos materiais envolvendo outras metodologias, bem como um
espectro mais amplo de estudos in vitro, com culturas celulares de outras linhagens,
principalmente de outros tipos de fibroblastos de linhagens ndo imortalizadas. A possivel
determinacdo da viabilidade celular por outras metodologias, juntamente com estudos
morfoldgicos por fluorescéncia, anélises de adesédo e de proliferacdo quantitativas. Estudos in
vivo para melhor avaliacdo da resposta imune, incluindo o estudo de cinética do peptideo em

relacdo a resposta inflamatoria.
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ANEXO

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais n° 09/2015.

Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 48/2014

Interessada: RUTE LOPES

Orientadora: Prof. Dr. Reinaldo Marchetto

Projeto: Funcionalizacao de celulose bacteriana com peptideo RGD para
reparagao tecidual de pele

Parecer n? 09/2015 — Comissao de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
reunida em 12 de fevereiro de 2015, considerou que o protocolo para uso de
animais na pesquisa: “Funcionalizagao de celulose bacteriana com peptideo
RGD para reparagao tecidual de pele", apresentado pela pés-graduanda
RUTE LOPES, sob orientagdo do Prof. Dr. Reinaldo Marchetto, do
Departamento de Bioquimica e Tecnologia Clinica do Instituto de
Quimica(lQ/Ar), esta estruturado dentro dos principios éticos na
experimentagao animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal - CONCEA, manifestando-se FAVORAVEL a sua execugao.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
MAIO de 2015 em formulario para este fim.

Araraquara, 27 de fevereiro de 2015.
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Prof? Drf CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA



