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RESUMO

Plataformas bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D) sdo fundamentais para pesquisas biomédicas.
Enquanto os sistemas 2D utilizam superficies planas, facilitando a manipulacdo e observacéo celular,
0s modelos 3D empregam uma estrutura mais complexa, incluindo esferoides ou scaffolds
biomiméticos, proporcionando uma arquitetura tecidual mais préxima das condi¢Bes in vivo. A
celulose bacteriana (CB) é um biopolimero versatil amplamente empregado na &rea biomédica,
especialmente em curativos para o tratamento de feridas de diferentes etiologias, e no
desenvolvimento de novas formulagGes para liberacdo controlada de fArmacos, entre outras aplicacdes.
Além disso, a biocelulose tem sido combinada a biomoléculas, como peptideos, para potencializar
suas propriedades bioativas. Sendo assim, o presente estudo explora, pela primeira vez, a
bifuncionalizacdo de peptideos sobre a superficie da CB, utilizando uma sequéncia peptidica mimética
ao colageno tipo I combinada ao peptideo antimicrobiano g-poli-L-lisina e uma sequéncia mimética ao
BMP-7, também associada ao mesmo peptideo antimicrobiano. Ap6s obtencdo das plataformas
bifuncionais via ligacdo covalente utilizando os agentes de acoplamento EDC:NHS, os materiais
foram caracterizados frente suas propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas. Em relacdo a anéalise
termogravimétrica e sua derivada (TGA/DTG), foi constatado trés principais eventos de perda de
massa para todas as amostras, com variagdes nos picos de degradacdo (Tméx). A funcionalizagdo com
0s peptideos ndo afetou significativamente a estabilidade térmica da biocelulose, entretanto a amostra
com BMP-7 contendo histidina foi considerada aquela com maior estabilidade térmica. As massas
residuais indicaram variacdes na formacdo dos residuos carbonaceos, especialmente nas amostras
CB/BMP7, CB/ ¢-PPL e CB/CMC. A anélise por FTIR-ATR no modo de transmitancia permitiu
identificar as principais bandas correspondentes aos grupos funcionais da celulose. Destacam-se a
banda em 3350 cm™, atribuida ao alongamento da ligagdo O-H; em 2890 cm™, associada ao
alongamento do CH em alcanos e ao alongamento assimétrico do CHz; em 1650 cm™, referente a
flexdo da &gua adsorvida; em 1430 cm™, correspondente a deformag¢do do CHz; e em 843 cm’,
atribuida a vibracdo caracteristica da ligacdo B-1,4. No modo absorbancia do FTIR-ATR e na
espectroscopia Raman, foram observadas bandas bem definidas associadas as amidas | (C=0) e Il
(flexdo do N-H e alongamento do C-N e C-O-C), localizadas nas regides de 1654 a 1638 cm™ e 1550
a 1542 cm™, respectivamente. Nas amostras funcionalizadas com um ou ambos os peptideos, foi
identificado um recobrimento superficial das fibrilas, resultante da incorporacdo da
carboximetilcelulose (CMC). A CMC foi utilizada para expor grupos carboxila, promovendo a
interacdo com os terminais amina dos peptideos. Com base nos resultados obtidos, observa-se que 0s
diferentes processos de modificacdo superficial da CB influenciaram de forma significativa suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, refletindo diretamente no desempenho do material. As
andlises de AFM e molhabilidade evidenciaram que a incorporacdo de CMC promoveu maior
homogeneidade superficial e manutencdo do carater hidrofilico, enquanto a bifuncionalizacdo com
peptideos resultou em aumento da nanorugosidade e reducdo da energia superficial, associadas a
organizagdo e orientagdo molecular dos peptideos imobilizados. Do ponto de vista bioldgico, todas as
amostras apresentaram adequada citocompatibilidade, sem efeitos hemoliticos ou citotoxicos, além de
favorecerem a proliferagdo, migracdo, e adesdo celular. Destacaram-se especialmente as amostras
bifuncionalizadas com colageno tipo | e BMP-7, que proporcionaram um microambiente mais
favoravel ao crescimento e organizagdo celular. Em conjunto, esses achados reforcam o potencial da
funcionalizacdo da CB com peptideos bioativos visando aplica¢fes biomédicas.

Palavras-chaves: celulose bacteriana, peptideos, adeséo celular, plataformas para cultivo de
células, bioatividade.



ABSTRACT

Two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) platforms are fundamental for biomedical
research. While 2D systems utilize flat surfaces, facilitating cellular manipulation and observation, 3D
models employ a more complex structure, including spheroids or biomimetic scaffolds, providing a
tissue architecture closer to in vivo conditions. Bacterial cellulose (BC) is a versatile biopolymer
widely used in the biomedical field, especially in dressings for the treatment of wounds of different
etiologies, and in the development of new formulations for controlled drug release, among other
applications. Furthermore, biocellulose has been combined with biomolecules, such as peptides, to
enhance its bioactive properties. Therefore, this study explores, for the first time, the
bifunctionalization of peptides on the surface of biocellulose (BC), using a peptide sequence mimetic
to type | collagen combined with the antimicrobial peptide e-poly-L-lysine and a sequence mimetic to
BMP-7, also associated with the same antimicrobial peptide. After obtaining the bifunctional
platforms via covalent bonding using the coupling agents EDC:NHS, the materials were characterized
in terms of their physicochemical and morphological properties. Regarding thermogravimetric
analysis and its derivative (TGA/DTG), three main mass loss events were observed for all samples,
with variations in the degradation peaks (Tmax). Functionalization with peptides did not significantly
affect the thermal stability of the biocellulose; however, the sample with BMP-7 containing histidine
was considered to have the highest thermal stability. The residual masses indicated variations in the
formation of carbonaceous residues, especially in samples CB/BMP7, CB/e-PPL, and CB/CMC.
FTIR-ATR analysis in transmittance mode allowed the identification of the main bands corresponding
to the functional groups of cellulose. The bands at 3350 cm™, attributed to the elongation of the O-H
bond, stand out; at 2890 cm™', associated with the elongation of CH: in alkanes and the asymmetric
elongation of CHa; at 1650 cm™, referring to the bending of adsorbed water; at 1430 cm™,
corresponding to the deformation of CH; and at 843 cm™!, attributed to the characteristic vibration of
the B-1,4 bond. In FTIR-ATR absorbance mode and Raman spectroscopy, well-defined bands
associated with amides | (C=0) and Il (N-H bending and C-N and C-O-C elongation) were observed,
located in the regions of 1654 to 1638 cm™ and 1550 to 1542 cm™, respectively. In samples
functionalized with one or both peptides, a surface coating of the fibrils was identified, resulting from
the incorporation of carboxymethylcellulose (CMC). CMC was used to expose carboxyl groups,
promoting interaction with the amine terminals of the peptides. Based on the results obtained, it is
observed that the different surface modification processes of CB significantly influenced its
physicochemical and biological properties, directly reflecting on the material's performance. AFM and
wettability analyses showed that the incorporation of CMC promoted greater surface homogeneity and
maintenance of hydrophilic character, while bifunctionalization with peptides resulted in increased
nanoroughness and reduced surface energy, associated with the molecular organization and orientation
of the immobilized peptides.From a biological standpoint, all samples showed adequate
cytocompatibility, without hemolytic or cytotoxic effects, and promoted cell proliferation, migration,
and adhesion. Samples bifunctionalized with type | collagen and BMP-7 stood out, providing a more
favorable microenvironment for cell growth and organization. Taken together, these findings reinforce
the potential of functionalizing CB with bioactive peptides for biomedical applications.

Keywords: bacterial cellulose, peptides, cell adhesion, platforms for cell cultivation;
bioactivity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Modelos Celulares In Vitro: Comparacao entre Culturas 2D e 3D na Pesquisa
Biomédica

O estabelecimento de métodos de cultura celular bidimensional (2D) in vitro foi um
dos principais avan¢os alcancados no século XX, especialmente por garantir a implementacao
de préaticas menos onerosas, de fécil interpretacdo e de menor custo no rastreio/triagem de
medicamentos, bem como o estudo das fungdes e mecanismos envolvidos nas respostas
celulares, seja no contexto normal e de diferentes doengas, com enfoque para a biologia do
cancer. Deste modo, a prética de cultivo celular in vitro tem possibilitado grandes avancos
tanto na area biomédica, engenharia tecidual, medicina regenerativa e até mesmo em praticas
industriais, mitigando os testes em animais (KAPALCZYNSKA et al., 2018; WU et al., 2018;
EDMONDSON et al., 2014).

A cultura de células 2D convencional baseia-se na aderéncia das células a uma
superficie plana, geralmente uma placa de Petri de vidro ou poliestireno (PS), que oferece
suporte mecéanico para o crescimento celular. O cultivo em monocamada 2D garante que as
células tenham acesso a quantidades semelhantes de nutrientes e fatores de crescimento
presentes no meio, resultando em crescimento e proliferacdo homogéneos (CALEB & YONG,
2020; DUVAL et al., 2017).

A principal limitacdo da cultura 2D tradicional é a falha em imitar a arquitetura e os
microambientes in vivo. Como consequéncia, existem muitas caracteristicas diferentes que as
células cultivadas em 2D possuem em compara¢do com as célulasin vivo, como
caracteristicas morfoldgicas, potenciais de proliferacdo e diferenciacdo, interacdes célula-
celula e matriz circundante a célula e transducdo de sinais (CHAICHAROENAUDOMRUNG
etal., 2019; LV et al., 2017).

O PS tem sido utilizado ha mais de 50 anos nas praticas de cultivo de células aderente
de animais e humano. Dentre suas vantagens, destacam-se, sua elevada conformabilidade que
possibilita a sua confec¢do em diferentes formatos e tamanhos, baixo custo de fabricacéo,
elevada transparéncia, facilidade na esterilizacdo, auséncia de DNase, RNase e metais
pesados, somada a possibilidade de modificacdo de sua superficie através de diferentes
tratamentos fisicos e quimicos, que possibilitam a otimizacdo da ancoragem, adesdo e
crescimento celular (LERMAN et al., 2018).
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Embora o uso de plataformas de cultivo celular in vitro baseada em PS seja de extrema
importancia para as praticas tradicionais da pesquisa bésica e aplicada, o uso deliberado deste
plastico € um problema grave tanto para o0 ambiente terrestre, quanto marinho, uma vez que
sua degradacéo é lenta, favorecendo o seu acimulo na natureza e 0 seu consequente impacto
no aquecimento global. Adicionalmente, os métodos de cultivo 2D tradicionais fornecem um
fraco mimetismo com o sistema fisioldgico humano, onde as interacBes que prevalecem séo
entre célula-plastico, que representam imprecisamente a organizacdo celular dos tecidos in
vivo, implicando na reducéo da producéo de proteinas, na expressao de genes importantes e na
atividade metabolica celular (CALEB & YONG, 2020).

Nesse sentido, frente a necessidade de modelos in vitro mais preditivos, que
mimetizassem a interacdo célula-matriz extracelular (MEC), as culturas tridimensionais (3D)
foram originadas, incluindo culturas em suspensdo em placas ndo aderentes, culturas em meio
concentrado ou sobre materiais gelatinosos e culturas em scaffolds. O cultivo 3D tem como
principio induzir as células a se auto-organizarem em uma estrutura esferoidal, sem aderirem
a uma superficie, onde as interacdes que prevalecem sao entre célula-célula e célula-MEC. A
arquitetura 3D assumida pelas células, suas matrizes e os bioprodutos secretados por elas,
geram um microambiente dindmico, que melhor se assemelha a biologia dos tecidos
(LANGHANS, 2018).

Os sistemas de cultura de células 3D forneceram aos novos ensaios, maior relevancia
fisioldgica, especialmente quando se trata da semelhanca comportamental com as células in
vivo. Na ultima década, uma variedade de plataformas in vitro foram desenvolvidas para
viabilizar os sistemas de cultura 3D aplicados a pesquisa oncoldgica e de células-tronco,
incluindo o desenvolvimento de novos medicamentos, a pesquisa molecular e fisiol6gica
envolvida com o desenvolvimento dos diferentes tipos de tumores e engenharia de tecidos
para implantacdo in vivo Entretanto, experimentos envolvendo culturas 3D podem ser mais
dificeis de serem replicados, requerem maior tempo de ensaio, maior complexidade para
andlise dos resultados e custos elevados (CALEB & YONG, 2020; DUVAL et al., 2017;
KAPALCZYNSKA et al., 2018).

Na transi¢do entre modelos celulares 2D e 3D, novas técnicas adaptadas para o cultivo
em 2D também foram postuladas, com o intuito de adicionar propriedades bioativas a essas
superficies, bem como alterar sua topografia, rigidez e carga mecénica, incluindo as
plataformas recobertas por proteinas da MEC (F-actina, fibronectina, vitronectina, dentre

outras), substratos microestruturados (micropocos) recobertos ou ndo com proteinas da MEC,

20



substratos bidimensionais baseados em arranjos hexagonais de PDMS (poli-dimetilsiloxano) e
PLLA (&cido poli-latico) e plataformas celulares tipo sanduiche, onde, neste ultimo caso, as
células sdo semeadas entre duas camadas de colageno ou poliacrilamida, por exemplo (FU et
al., 2010; XU et al.,, 2014; DUVAL et al., 2017). A Figura 1 ilustra a conformacéo

dimensional das células em modelo 2D e 3D.
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Figura 1. Diferencas na disposi¢do e morfologia celular entre os cultivos 2D e 3D. Elaborado pela prépria

autora.

1.2.  Biopolimeros e Peptideos Funcionais: Potencialidades para Engenharia de

Biomateriais

Biopolimeros sdo materiais poliméricos formados por monémeros que se repetem ao

longo da cadeia, e que tém origem em fontes naturais, incluindo animais, vegetais e
microrganismos. Os biopolimeros possuem inimeras vantagens em relacdo aos polimeros
sintéticos, tais como, baixa toxicidade e imunogenicidade frente a outros organismos Vivos,
elevada hidrofilicidade, e um apelo sustentavel por serem passiveis de biodegradacédo,
oferecendo menos danos ao meio ambiente. Entretanto, carecem de propriedades térmicas e
mecanicas. Suas aplicagdes se estendem a diferentes areas, incluindo a area farmacéutica
(SHARIATINIA, 2019), cosmética (JUNCAN et al., 2021), alimentos (BARBOSA et al.,
2023), agricultura (BLAGA et al., 2022), e no desenvolvimento de dispositivos médicos
(KAMEL & KHATTAB, 2020). Ademais, os biopolimeros podem ser empregados em
diferentes formas, tais como os filmes, membranas, fibras, esponjas, aerogéis, hidrogéis e
como involucros para alimentos (INACIO, 2022; GHEORGHITA et al., 2021). Diversos
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biopolimeros tém sido explorados na engenharia de tecidos, a saber, acido hialurénico,
alginato de sodio, quitosana, coldgeno e notadamente, a CB.

A celulose (CsH100s5), ¢ 0 biopolimero mais abundante da biosfera, sendo constituida
por unidades repetitivas derivadas do monossacarideo D-glicopiranose, que, apos a formacéo
das ligacGes glicosidicas do tipo B-1—4, passam a integrar a cadeia polimérica na forma de
residuos de glucosila. Essas unidades se organizam linearmente, originando longas cadeias de
glucano estabilizadas por extensas redes de ligacGes de hidrogénio intra e intermoleculares
(GOTTSCHALK et al., 2021; NAVYA et al., 2022).

A celulose | é encontrada majoritariamente nas paredes celulares das plantas, algas,
fungos, protozoarios, bactérias e alguns animais marinhos, incluindo tunicatos
(MADHUSHREE et al., 2024). A celulose | é ainda subdividida em dois alomorfos distintos:
celulose Ia (triclinica) e I (monoclinica), sendo a primeira secretada por bactérias e algas e a
segunda extraida de fibras naturais, como algodao, linho e cdnhamo. A forma Ia apresenta
uma célula unitéria triclinica contendo uma Unica cadeia, na qual residuos de glucosila
alternados diferem sutilmente em conformacdo e padrdo de ligacdes de hidrogénio. Essa
organizacdo, aliada a auséncia de outros componentes (pectina, lignina e hemiceluloses),
resulta em elevado grau de ordenacédo cristalina, com valores de cristalinidade que podem
atingir até 96%. Em contraste, a celulose If possui uma célula unitaria monoclinica contendo
duas cadeias com simetria helicoidal 2:, nas quais os residuos de glucosila sdo estruturalmente
equivalentes, mas orientados alternadamente em folhas distintas da rede cristalina (TRACHE
et al., 2020).

A celulose pode ser classificada como um biopolimero anfifilico, uma vez que
apresenta numerosos grupos hidroxila (-OH) capazes de interagir com as moléculas de agua.
Entretanto, apesar dessa afinidade, o material permanece insolivel em meio aquoso. Essa
caracteristica estd associada a elevada estabilidade estrutural da celulose, resultante néo
apenas da extensa rede de ligacBes de hidrogénio, mas também pela presenca de interaces
ndo covalentes entre as cadeias poliméricas (WOHLERT et al., 2022).

Em relagdo a sua distinta conformacdo morfolodgica, a celulose apresenta microfibrilas
que se agrupam formando fibrilas na ordem de 7 a 13 nm. Essas fibrilas se associam,
formando agregados com espessura de até 150 nm, os quais assumem uma conformacéao do
tipo fitas (ribbons) com espessura aproximada de até 500 nm e comprimento alcangando

varios micrometros.
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Outra caracteristica que torna a celulose amplamente empregada nos diferentes
setores, incluindo a area téxtil, alimenticia, biomédica e de moda, trata-se da sua natureza
biodegradavel que reduz os impactos ambientais e oferece uma alternativa mais ecologica em
comparagdo com materiais sintéticos ndo biodegradaveis.

O primeiro relato sobre a sintese de celulose oriunda de microrganismos foi descrito
por Brown em 1886, que observou a formacgéo de uma pelicula gelatinosa na interface ar/meio
liquido, resultante do cultivo da bactéria anteriormente denominada Gluconacetobacter
xylinus (atualmente chamada Komagataeibacter xylinus), em um meio a base de vinagre
(BROWN, 1886).

A celulose bacteriana (CB) também nomeada como biocelulose ou celulose
nanofibrilada, é sintetizada no formato de uma membrana altamente hidratada, onde 99% do
seu contetdo é agua e aproximadamente 1% ¢é celulose. Dentre os principais géneros de
bactérias aerdbicas obrigatorias e ou/facultativas, gram-negativas e ndo patogénicas capazes
de sintetizar CB, as mais relatadas s&o Komagataeibacter Agrobacterium, Aerobacter,
Alcaligenes, Pseudomonas e Achromobacter. (BERNARDO et al., 2021; LUPASCU et al.,
2022).

Durante a biossintese, seja sob condi¢fes de cultivo dindmico ou estético, as cadeias
de glicose organizam-se em microfibrilas, que se associam entre si, formando as redes de
fibras que sdo extrudadas pelos poros presentes na parede celular microbiana. Essas fibras
exibem uma estrutura 3D altamente porosa, caracterizada por uma elevada area superficial
(JOZALA et al., 2016). Uma vez sintetizada, a CB pode ser quimicamente purificada por
métodos relativamente simples, visando a remocdo de bactérias remanescentes e de
subprodutos advindos do meio de cultivo (PICHETH et al., 2017; TROVATTI et al., 2016).

Acredita-se que a biossintese de CB facilite as trocas gasosas dos micro-organismos,
além de servir como uma barreira fisica contra a radiacdo ultravioleta, aumentando a
habilidade destes microrganismos em colonizar substratos (BARUD et al., 2011).

Estruturalmente, a CB apresenta a mesma composi¢do quimica da celulose de origem
vegetal, entretanto, distingue-se por sua elevada pureza quimica, uma vez que nao contém
componentes associados as fibras, como hemicelulose, pectina e lignina. Ademais, apresenta
maior cristalinidade quando comparada a celulose vegetal, variando entre 70% e 89%
(BARUD et al., 2011; LUPASCU et al., 2022; S. GORGIEVA, J. TRCEK, 2019). Somado a
isso, a CB pode ser sintetizada em diferentes tamanhos e formatos, além de exibir elevada

retencdo de agua (até 99%), uma moderada taxa de permeabilidade ao vapor de agua, elevada
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porosidade, aliado a sua intrinseca rede de micro e nanofibrilas semelhante as fibras
colagenas.

Nesse sentido, apresenta caracteristicas notaveis, e a possibilidade de combinacdo
com outros materiais para obtencdo de biocompdsitos, especialmente pela possibilidade de ser
submetida a diferentes tratamentos fisicos e quimicos, neste Gltimo caso, pela disponibilidade
de grupos hidroxilas (-OH) reativos na molécula, garantindo-lhe propriedades adicionais
(BARUD et al., 2011; COURTENAY et al., 2017; DE OLIVEIRA BARUD et al., 2016).

Em relacdo a sua natureza biocompativel, a CB tem sido explorada na area médica
desde o final do século XX, quando foi utilizada pela primeira vez como substituto temporério
de pele, sendo comercializada com o nome BioFill®, atualmente conhecido como
Dermafill™. O produto ¢ destinado ao tratamento de lesdes cutaneas, como queimaduras,
abrasdes, laceracOes e ulceras. Seu desempenho demonstrou vantagens em relacdo aos
curativos convencionais, proporcionando maior alivio da dor e acelerando o processo de
cicatrizacdo. Desde entdo, diversos produtos oriundos da CB tém sido disponibilizados
comercialmente para aplicacdo topica na regeneracdo de tecidos, incluindo Bionext®,
Bioprocess® e XCell® (AMORIM et al., 2022; KUCINSKA-LIPKA et al., 2015; NAOMI;
IDRUS, FAUZI, 2020). A CB tem sido amplamente explorada em formulagdes farmacéuticas.
No estudo de Ossowicz-Rupniewska et al. (2021), a CB foi testada como carreador de
ibuprofeno, um farmaco anti-inflamatério néo esteroidal, na forma quimica de sal de éster. Os
estudos de caracterizacdo fisico-quimica demonstraram a obtencdo de um curativo
homogéneo, que permitiu a liberacdo lenta e controlada do ativo. Esses achados indicam que a
CB pode ser empregada no desenvolvimento de curativos para feridas complexas, que exigem
controle da inflamagdo local.

Na engenharia de tecidos, a CB tem sido utilizada no desenvolvimento de novos
scaffolds. Em um estudo realizado por Das et al. (2022), os antibidticos gentamicina e
estreptomicina foram incorporados separadamente em filmes poliméricos compostos por CB e
poli-e-caprolactona (PCL). A andlise in vitro revelou que esses materiais apresentaram
citocompatibilidade frente a células renais da linhagem BHK-21, além de atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O perfil de liberacdo dos
antibioticos revelou uma cineética de liberagdo sustentada por até 48 horas.

Outro estudo, conduzido por Malmir et al. (2020), incorporou nanoparticulas de
Quantum Dots de carbono conjugadas a didxido de titanio (CQDs-TiO.) em peliculas de CB.

Os resultados demonstraram que o material desenvolvido apresentou eficacia antimicrobiana
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contra Staphylococcus aureus, além de baixa citotoxicidade frente a fibroblastos murinos
utilizando a linhagem L929. Além disso, foi observada capacidade regenerativa quando
testado nesta mesma linhagem celular, por meio do ensaio de pseudo-wound healing,
sugerindo seu potencial para aplicacdes na regeneracao tecidual.

A CB também tem sido estudada como plataforma celular. No estudo de Quintana et
al. (2021), foram investigadas a viabilidade, proliferacdo e citotoxicidade de um curativo a
base de CB contendo fator de crescimento fibroblastico (FGF), associado a
fotobioestimulacdo (FBE). Os resultados in vitro demonstraram que o curativo funcional,
quando testado em conjunto com FBE, permitiu a adesdo celular e manteve a viabilidade de
fibroblastos e macrofagos na matriz do curativo. Além disso, ndo foram observados efeitos
citotoxicos frente as linhagens estudadas.

Outras aplicacdes da CB incluem seu uso como substituto de vasos sanguineos
(ZANG et al., 2015; WU et al., 2018), e na oftalmologia (RENDA et al., 2015). A Figura 2
ilustra o processo de biossintese da CB, bem como evidencia sua macroestrutura e
microestrutura, representada por uma pelicula gelatinosa altamente hidratada, e formada por

uma rede 3D de micro e nanofibrilas que se agrupam de maneira aleatoria, respectivamente.

HO HO
H o H 0.0 \
H H
NNoH  H o OH H
o H H
H OH H OH

Figura 2. llustracdo da sintese de CB na interface ar/meio liquido por bactérias gram-negativas do género
Komagataeibacter. A imagem ilustra o processo de formacéo da CB no meio de cultura apés 5 dias de cultivo,
gue culmina com a formacao de uma pelicula gelatinosa, que apds ser purificada em solugdo de NaOH, torna-se
translicida. A analise morfoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revela a estrutura 3D das
nanofibras dispostas aleatoriamente, caracteristico da CB. Por fim, a estrutura quimica da CB é representada,
destacando as unidades glicosidicas unidas por ligagdes do tipo f-1—4. Elaborado pela prdpria autora.
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No desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades diferenciadas, incluindo
aqueles a base de CB, a funcionalizagdo com biomoléculas permite conferir caracteristicas
bioativas ao material final. Diversas proteinas, como enzimas e anticorpos, podem ser
utilizadas para criar superficies funcionais, projetadas para prevenir contaminacdes e inibicdo
da formagdo de biofilmes microbianos, promover a adeséo celular, detectar moléculas-alvo e
catalisar reacdes quimicas especificas. Essas biomoléculas podem ser incorporadas ao
material por meio de diferentes técnicas, incluindo adsorcéo fisica, funcionalizacdo quimica,
imobilizacdo covalente e métodos de auto-organizacéo (self-assembly) (CACICEDO et al.,
2016).

Ademais, biopolimeros como a quitosana e o acido hialurénico também podem ser
empregados para modificar superficies, uma vez que a quitosana possui a¢éo antimicrobiana,
auxiliando na inibicdo do crescimento de microrganismos, enquanto o &cido hialurénico,
componente da matriz extracelular, pode conferir maior biocompatibilidade e capacidade de
retencdo hidrica, Uteis em curativos e cosméticos. Devido a disponibilidade de grupos reativos
em sua estrutura, ambos os biopolimeros mencionados podem modificar a superficie da
celulose, contribuindo para a reducdo do acumulo indesejado de proteinas e melhoria da
incorporacdo de sequéncias de &cidos nucleicos, como aptdmeros de DNA ou RNA. Esses
aptameros vém sendo amplamente utilizados no desenvolvimento de plataformas biossensoras
altamente seletivas, capazes de reconhecer moléculas-alvo com elevada precisdo (PIRES,
BIERHALZ e MORAES, 2015; VAZQUEZ et al., 2021).

Em relacdo ao uso de peptideos como camada bioativa em materiais de origem natural
ou sintética, estes apresentam inimeras vantagens para tal aplicacdo, tendo em vista sua
natureza biocompativel, sua elevada especificidade, tamanho reduzido, maior estabilidade,
alta pureza, baixa imunogenicidade, custo inferior e ampla diversidade quimica e bioldgica
(DAYEM et al.,, 2023), tornando-se essenciais no desenvolvimento de novas terapias
celulares, biomateriais destinados a regeneracdo Ossea e tecidual, e também em cuidados
pessoais, incluindo a area dermocosmética (MACHADO et al., 2004).

Peptideos podem ser designados como biomoléculas compostas por dois ou mais
aminoacidos, unidos por ligagdes peptidicas. Essa ligagdo quimica especifica ocorre entre o
grupo carboxila de um aminoéacido e o grupo amina de outro, resultando na liberacdo de uma
molécula de agua a cada nova ligacdo (COLLIER e SEGURA, 2011). A sua sintese pode
ocorrer por diferentes rotas, sendo elas (i) a sintese em fase sélida, do inglés, Solid-Phase

Peptide Synthesis (SPPS), amplamente utilizada para produgdo de moléculas complexas, (ii) a
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sintese em fase liquida, eficiente para producdo em larga escala, e (iii) a sintese enzimatica,
alternativa sustentavel e seletiva. A escolha pela sintese em fase sélida deve-se ao fato de ser
um processo totalmente automatizado, o que torna a producdo mais rapida e eficiente. Além
disso, essa abordagem permite a sintese de peptideos longos e complexos, reduz a perda de
material e possibilita modificacbes quimicas precisas, garantindo maior controle sobre a
estrutura final dos peptideos (CILLI et al., 2017; MACHADO et al., 2004). A Figura 3
apresenta as principais classes de aminoacidos presentes nas trés sequéncias selecionadas no

presente estudo, sintetizadas pelo método SPPS.
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Figura 3. Estrutura quimica dos aminoéacidos glicina (Gly), histidina (His), glutamina (GlIn), alanina (Ala),
serina (Ser) e leucina (Leu), e as respectivas sequéncias peptidicas sintetizadas via SPPS e utilizadas no presente
estudo. As sequéncias peptidicas foram projetadas com base na combinagdo dos aminoacidos mencionados, e
empregadas para investigar suas propriedades bioativas, sendo elas:
KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE (Peptideo rico em Lisina - LRP), VEHDKEFFHPRYHH
(Peptideo mimético a BMP-7) e GARGQAGVMGFO (Peptideo mimético ao Colageno Tipo 1). Elaborado pela

prépria autora.

O mercado global destas biomoléculas tem crescido significativamente devido ao

avanco tecnoldgico e a crescente demanda em &reas como biotecnologia, industria
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farmacéutica e engenharia tecidual. Em 2024, a venda destas biomoléculas alcangou US$
117,26 bilhdes e deve crescer a uma Taxa de Crescimento Anual Composta, do inglés,
Compound Annual Growth Rate (CAGR) de 10,77% entre 2025 a 2030. Estima-se que esse
aumento esteja atrelado a via de sintese utilizando o método SPPS, tendo em vista a garantia
de escalabilidade e elevada pureza dos peptideos obtidos (GRAND VIEW RESEARCH,
2025).

Dentro desse mercado global, destacam-se os peptideos de colageno, como os da
marca Peptan®, amplamente utilizados na indudstria alimenticia e de suplementos devido a sua
compatibilidade com diversos processos de producdo e aos beneficios associados a satde da
pele, cabelo e unhas. A Peptan® é reconhecida como a principal marca de peptideos de
colageno, sendo empregada na formulacdo de bebidas lacteas enriquecidas com colageno,
além de produtos como sorvetes e outras bebidas funcionais (ROUSSELOT, 2025).

No setor de skincare, os peptideos tém sido incorporados em diversas formulagGes
com o objetivo de estimular a producdo de colageno e elastina, auxiliando na reducgdo de
rugas e sinais de envelhecimento. Produtos como séruns e cremes contendo peptideos vém
ganhando destaque no mercado de beleza devido a sua eficcia e crescente demanda por
solucdes antienvelhecimento (L'Officiel Brasil, 2025).

Dentre os peptideos utilizados na engenharia tecidual, a sequéncia RGD se destaca por
sua capacidade de mediar a adesdo celular. Nomeada com base em seus aminoacidos
constituintes, sendo estes arginina (R), glicina (G) e &cido aspartico (D), essa sequéncia
desempenha um papel essencial na interacdo celular com a matriz extracelular. Peptideos
miméticos a proteina morfogenética éssea 7, do inglés Bone Morphogenetic Protein-7 (BMP-
7), também possuem relevante papel e contribuicdo na regeneragdo 0ssea, bem como as
sequéncias peptidicas miméticas ao colageno tipo I, fundamental para a cicatrizacdo de
tecidos e reparo 6sseo (CECCHI et al., 2016; CHIMEDTSEREN et al., 2023; LUO et al.,
2016).

De maneira detalhada, a sequéncia peptidica RGD desempenha um papel crucial na
engenharia tecidual ao modular a adesdo celular por meio da interagdo com receptores de
integrinas. Essa ligacdo ativa diversas vias de sinalizagdo intracelular, como a via da quinase
de adesdo focal, do inglés, Focal Adhesion Kinase (FAK), que regula a organizagdo do
citoesqueleto e a migracdo celular, e a via fosfatidilinositol 3-quinase, do inglés,
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) e a proteina quinase B, do inglés, Protein Kinase B (Akt),

essencial para a sobrevivéncia e proliferacdo celular. Além disso, a cascata Mitogen-Activated
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Protein Kinase/Extracellular Signal-Regulated Kinase (MAPK/ERK) contribui para a
diferenciacdo celular, enquanto as Guanine Triphosphatases (GTPases), incluindo membros
da Ras homolog gene family (Rho), a saber, RhoA, Racl e Cdc42, controlam diferentes
eventos biologicos que ocorrem no citoesqueleto, influenciando processos como adesdo e
motilidade celular (LUO et al., 2016; TUGULU et al., 2007; WANG et al., 2013).

A funcionalizacdo de biomateriais com peptideos RGD tem demonstrado impacto
significativo na regeneracao tecidual, uma vez que melhora a ancoragem e viabilidade celular,
reduzindo a formacéo de tecido fibroso na interface entre o biomaterial e o tecido biolégico
(LI et al., 2008). Estudos indicam que a imobilizacdo de RGD em matrizes como hidrogéis de
alginato, favorece a organizacdo celular e a formacgdo de tecidos estruturados, como o
muscular e o &ésseo, a0 mimetizar as interacGes entre células e a matriz extracelular
(SONDERMELIER et al., 2018). Essa funcionalizacdo também potencializa a retencdo de
células progenitoras, favorecendo sua diferenciagdo e o processo de reparo tecidual. Assim, 0
emprego de peptideos RGD na bioengenharia representa uma abordagem promissora para 0
desenvolvimento de materiais biomiméticos que possam otimizar a integracdo celular e
promoverem a regeneracdo tecidual.

Dentre as proteinas de matriz que possuem um papel crucial no processo de
regeneracdo tecidual, tém-se o colageno tipo I, que é uma das formas mais abundantes de
coladgeno no corpo humano, presente principalmente na pele, tendbes, 0ssos e ligamentos
(CHIMEDTSEREN et al., 2023; SINGH et al., 2023). Peptideos que mimetizam o colageno
tipo | sdo projetados para imitar as propriedades estruturais e mecéanicas do colageno,
favorecendo processos como a regeneracao de tecidos. Esses peptideos podem ser usados para
promover a cicatrizacdo de feridas, melhorar a elasticidade da pele e até mesmo promover a
regeneracdo de cartilagens e tecidos 0sseos (XU & KIRCHNER, 2021).

De maneira detalhada, sequéncias peptidicas que mimetizam o colageno tipo I, ativam
as mesmas Vvias de sinalizacdo intracelular que a sequéncia RGD, uma vez que também é uma
proteina de matriz extracelular, que interage com diferentes receptores celulares,
especialmente as integrinas. Essas vias desempenham um papel fundamental na adesao,
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular, influenciando diretamente a regeneracéao
tecidual.

Chimedtseren et al. (2023) investigaram o potencial osteogénico do peptideo mRCP,
mimético da cadeia o do coldgeno tipo I, em um modelo de defeito craniano critico em ratos

Sprague-Dawley. O estudo demonstrou formacdo éssea significativa e progressiva ao longo
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de 12 semanas, com desempenho comparavel ao enxerto 0sseo autdlogo e superior ao
substituto comercial (Cytrans®). Os resultados histoldgicos confirmaram a presenca de
osteoblastos e osteoclastos, evidenciando remodelagéo Ossea.

Por outro lado, a BMP-7 (Bone Morphogenetic Protein-7), é uma proteina pertencente
a familia das BMPs que regulam a diferenciacéo celular e a formagao de ossos e cartilagens.
Os peptideos que mimetizam a BMP-7 tém o potencial de induzir a osteogénese (formacao de
0ss0s) e podem ser usados no tratamento de fraturas 6sseas ou em doengas como osteoporose
(LIU et al., 2023; LOCK & LIU, 2011).

O peptideo mimético a BMP-7 ativa diversas vias de sinalizagdo intracelular
essenciais para a regeneracdo tecidual e diferenciacdo celular. Uma das principais vias
envolvidas ¢ a via SMAD (Small Mothers Against Decapentaplegic), que medeia a
sinalizacdo da superfamilia do TGF-p (Transforming Growth Factor Beta). Quando a BMP-7
se liga aos seus receptores na membrana celular, ocorre a fosforilagéo das proteinas SMAD1,
SMADS5 e SMADS, que formam um complexo com SMAD4, translocando-se para o nucleo, e
regulando a expressdo de genes osteogénicos, como Runx2, essencial para a diferenciacdo de
osteoblastos.

Além da via SMAD, a BMP-7 ativa a via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase),
influenciando a proliferacdo e diferenciagdo celular. A p38 MAPK, em particular,
desempenha um papel essencial na osteogénese e condrogénese. Outra via relevante é a
PI3K/Akt, que regula a sobrevivéncia celular e o metabolismo energético, aspectos
fundamentais na regeneracdo tecidual.

O peptideo mimético a BMP-7 também pode modular indiretamente a sinalizacdo
Wnt/B-catenina, promovendo a diferenciacdo osteogénica e contribuindo para a homeostase
do tecido 6sseo. A ativagdo dessas vias de sinalizacdo, torna o BMP-7 um fator essencial para
a regeneracdo 0ssea e cartilaginosa, com aplicacOes terapéuticas em tratamentos ortopédicos e
outras condicOes de regeneracao tecidual (AYKUL et al., 2021; CECCHI et al., 2016; KHAN
etal., 2004; MA et al., 2023).

Estudos sugerem que a funcionalizacdo de biomateriais com peptideos miméticos a
BMP-7 representa uma estratégia promissora para a regeneracdo 6ssea. Um exemplo é o BFP-
1, um peptideo derivado do pré-dominio da BMP-7, que demonstrou potencial osteogénico
superior ao da BMP-7 recombinante. Esse peptideo tem sido aplicado em hidrogéis de

alginato, nanoparticulas de silica mesoporosa e scaffolds eletrofiados, promovendo a
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diferenciacdo osteoblastica de células-tronco mesenquimais (MSCs) in vitro e estimulando a
formagc&o 6ssea em modelos de defeitos 6sseos (OLIVER-CERVELLO, 2022).

Outra classe de peptideos que vem se destacando s@o os peptideos antimicrobianos que
conferem atividade de amplo espectro frente a uma gama de patégenos, além de atuarem na
modulacdo de respostas pré-inflamatorias, estimulo a proliferacdo celular, e a cicatrizagdo de
feridas (HUAN et al., 2020). Um exemplo notavel é o Lysine-Rich Peptide (LRP), um
peptideo rico em aminoacido L-lisina, unido por ligacdes peptidicas g-amino (entre o grupo
amino da cadeia lateral e o grupo carboxila da lisina seguinte). Essa biomolécula tem
demonstrado eficécia contra patdgenos como Aspergillus parasiticus e Penicillium expansum,
sendo, portanto, uma alternativa atraente ndo sé para a preservacdo de alimentos, mas também
para aplicacdes biomédicas. Além disso, peptideos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration), como gramicidina, daptomicina e colistina, tém demonstrado enorme
potencial terapéutico (SANTOS et al., 2018; KHAN & OH, 2016). Outro notavel peptideo
antimicrobiano que vem sendo explorado em feridas por queimaduras é o PXL150 (BJORN et
al., 2015).

Diversas estratégias podem ser utilizadas para a funcionalizacdo de biomoléculas em
diferentes arcaboucos ou scaffolds, sendo as mais comuns a imobilizag&o fisica e quimica. A
imobilizacdo fisica baseia-se em interacGes ndo covalentes, como a adsorcao eletrostatica, que
ocorre devido a atracdo entre cargas opostas da biomolécula e da superficie do material. Além
disso, a interacdo hidrofobica explora afinidades entre regides apolares, promovendo a
ancoragem de biomoléculas em superficies hidrofobicas (MENDES et al., 2011).

As forcas de Van der Waals desempenham um papel crucial na funcionalizagéo, pois
envolvem interagdes intermoleculares fracas, mas cumulativas, que podem estabilizar
biomoléculas na superficie do material. Essas forcas ocorrem devido a flutuaces temporarias
na distribuicdo eletrénica dos atomos, gerando dipolos instantaneos que induzem dipolos em
moléculas vizinhas. Dessa forma, estabelecem-se forcas atrativas entre a biomolécula e a
superficie do material (NOCHEBUENA; RAMIREZ; IRETA, 2015).

No contexto da adsorgcdo de proteinas e peptideos, as forcas de Van der Waals séo
particularmente relevantes para superficies hidrofébicas e levemente polares, como polimeros
e nanomateriais funcionalizados. A proximidade entre a biomolécula e a superficie permite
que essas interagdes se somem, resultando em uma ancoragem estavel sem comprometer a
estrutura tridimensional e a funcionalidade bioldgica da biomolécula (NOCHEBUENA,;
RAMIREZ; IRETA, 2015).
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J& a imobilizacdo quimica se baseia na formacdo de ligagcdes covalentes estaveis entre
biomoléculas e superficies, geralmente por meio de grupos funcionais como aminas,
carboxilas e tidis. Métodos via silanizacdo sdo amplamente aplicados para modificar
superficies de vidro e silica, construindo camadas reativas para posterior acoplamento
biomolecular (CLARO et al., 2022).

Na Tabela 1 pode-se visualizar um compilado dos estudos mais recentes que
investigaram o uso da CB funcionalizada com diferentes peptideos, seja de maneira isolada ou
utilizando peptideos quiméricos. Estudos conduzidos em nosso grupo de pesquisa em
Biopolimeros e Biomateriais (BioPolMat), também tém focado em explorar estratégias de
funcionalizacdo da CB com diferentes organosilanos, modificacbes fisicas e quimicas
envolvendo o uso de plasma etching e plasma jetting, e o uso de fatores de crescimento, com
aplicacdes que se concentram especialmente no desenvolvimento de plataformas celulares
capazes de promover o espraiamento, adesdo e proliferacdo celular, bem como no
desenvolvimento de novos biocurativos antimicrobianos, e notadamente na regeneracao éssea
guiada (BENEVENUTO et al., 2023; CLARO et al., 2022; QUINTANA et al., 2021).

Ressalta-se ainda que os principais métodos de funcionalizacdo das peliculas de CB
sdo governados tanto por adsor¢do, onde as biomoléculas sdo imobilizadas a superficie por
meio de ligacdes de hidrogénio, interacBes eletrostaticas e interacBes hidrofdbicas
(GILBERT; KNOX; BORASTON, 2013), bem como por técnicas de imobilizacdo
envolvendo os agentes EDC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e NHS (N-
hidroxisuccinimida). O EDC atua como um agente de acoplamento ativando 0S grupos
carboxilas da CB (previamente modificada com carboximetilcelulose, por exemplo), que iréo
reagir com os grupos amina dos peptideos. O NHS ¢é frequentemente adicionado por formar
um complexo estdvel com o EDC, aumentando a eficiéncia da reacdo de acoplamento e
evitando a formacdo de subprodutos indesejados (MALCOR & MALLEIN-GERIN, 2022).

A ligacdo quimica formada por meio do uso dos agentes de acoplamento EDC:NHS é
uma amida, caracterizada pela presenca de um atomo de nitrogénio (N) ligado a um carbono
(C) através de uma ligacdo dupla (C=0), formando uma estrutura planar. Essa ligacdo
covalente é altamente estdvel e resistente a condigbes adversas, proporcionando uma
imobilizacdo robusta dos peptideos na matriz biopolimérica, e notadamente, impede a
lixiviagdo dos peptideos, além de preservar a sua atividade bioldgica (VARANKO et al.,
2020).
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Tabela 1. Membranas biopoliméricas de CB funcionalizadas com diferentes peptideos via liga¢cdes nao

covalentes e covalentes com ampla aplicagdo biomédica.

. , Mét L .
Biomoléculas Ve qu d? Aplicacgdes Referéncias
imobilizacéo
Peptideo i:ie.cresumento Adsorcéio Potenual~ os,teomdut_or: SASKA et al. (2018)
osteogénico (OGP) regeneracdo Gssea guiada
g-poly-L-Lysine EDC:NHS Biocurativo com ampla FURSATZ et al.
(e-PLL) ’ atividade antimicrobiana (2018)
Peptideo quimérico
[peptideo ligante de
carboidratos (CBP)-
peptideo antlmlcroblano A_ds_orgao governad,a_pela Biocurativos com ampla 7YL & COBURN
KR-12 (oriundo da afinidade da superficie da L L .
- atividade antimicrobiana (2024)
catelicidina humana

presente em leucécitos,
queratindcitos e células
epiteliais de mucosas)]

Peptideo bifuncional
AMP (peptideo
antimicrobiano) -CBP e
peptideo bifuncional
RGD (peptideo de
adesdo celular)-CBP

Peptideo antimicrobiano
Bac-7 (Bactenecina 7),
isolado da bactéria
Bacillus subtilis

Peptideo antimicrobiano
nisina isolado da bactéria
Lactococus

3-mercaptopropil-
trimetoxisilano (MPTS)

Fator de crescimento de
fibroblastos
(FGF-2)

Modificacdo com plasma
etching de O

CB com o peptideo CBP

Adsorg¢do governada pela
afinidade da superficie da
CB com o peptideo CBP

EDC:NHS

Adsor¢do mediada por
ligacOes de hidrogénio e
ligacOes eletrostaticas

Funcionalizacdo da CB
com o grupo tiol SH e
incubacdo com MPTS

Modificacdo in situ

Tratamento com plasma de
Oz por 2.5e 5 min

Atividade antimicrobiana
comprovada e promog¢éo
do espraiamento celular
de fibroblastos dérmicos
humanos

WEISHAUPT et al.
(2020)

Promocdao de maior
adesdo tanto
queratinécitos humanos,
assim como com a pele
suina (ensaio ex vivo)

KIM et al. (2021)

Atividade antimicrobiana
comprovada e
possibilidade de
aplicacéo na area de
embalagens de alimentos

DOS SANTOS et al.,
(2022)

Promocdo da adeséo de

fibroblastos GM07492  CHARO etal. (2022)

Constata¢do do aumento

da densidade celular ge ~~ QU'NTANAetal.

fibroblastos (2021)
Promocdo da
ineralizacho s aticage  PENEVENUTO
: et al. (2023)

de fosfatase alcalina de
Osteo-1

33


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Weishaupt/Ramon

Conforme evidenciado na Tabela 1, Kim et al. (2021) investigaram a modificagdo das
nanofibras de CB com peptideos Bac-7, pertencente a familia de peptideos de internaliza¢éo
celular, usualmente empregados em sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos e em
curativos para cicatrizacdo de feridas (HORN & NEUNDORF, 2018; HONG et al., 2019). O
estudo avaliou a atracdo celular de queratindcitos humanos (HaCaT) e a adesdo celular frente
a pele suina em ensaios ex vivo. Deste modo, foi comprovado que a funcionalizagdo com
peptideos Bac-7 aumentou significativamente a atracdo entre células HaCaT-nanofibras de
CB em até 165% quando comparado as nanofibras ndo funcionalizadas. Outro achado
importante constatou que as nanofibras de CB/Bac-7 promoveram um aumento da adeséo
frente a pele suina de porco, sendo dependente da concentracdo de Bac-7.

Fursatz et al. (2018) também investigaram o uso da CB com &-PLL com potencial uso
como curativo de feridas. A funcionalizacdo da CB com &-PLL inibiu o crescimento de S.
epidermidis, mas ndo afetou a citocompatibilidade frente a fibroblastos humanos. A
funcionalizacdo nédo teve efeitos significativos na estrutura nanofibrosa e nas propriedades
mecanicas quando comparado a CB nativa.

Tendo em vista as propriedades supracitadas da CB que a elenca como um excelente
arcabougco e plataforma celular, e o crescente uso de biomoléculas para tornar esses sistemas
bioativos, incluindo o emprego de peptideos que mimetizam importantes proteinas de matriz
extracelular, o presente estudo focou em investigar pela primeira vez, a possibilidade de
bifuncionalizacdo de peliculas de CB pelo método de ligacdo covalente, utilizando uma
sequéncia peptidica mimética ao colageno tipo I, uma sequéncia peptidica mimética a BPM-7
e 0 peptideo rico em lisina (LRP), e a partir disso, investigar as propriedades fisico-quimicas e
morfoldgicas destas plataformas, bem como aprofundar o entendimento de suas respostas
bioldgicas. Para tal, duas diferentes plataformas celulares foram desenvolvidas, sendo a
primeira voltada ao estudo do comportamento de adesdo e proliferacdo de células
fibroblasticas de origem murina (L929), e a segunda, voltada a avaliacdo da adesédo celular e
da producdo de proteinas da MEC, bem como da atividade de mineralizacdo, por células
Sa0S-2. Ambas as plataformas também serdo investigadas quanto sua atividade

antimicrobiana, propriedade promovida pela funcionalizagdo com o peptideo LRP.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

Investigar e validar novas plataformas de cultivo celular bifuncionais baseadas em
CB/peptideos miméticos a colégeno tipo I/LRP e CB/peptideos miméticos a BMP-7/LRP
voltadas a otimizacdo dos processos de adesdo, proliferagdo e migracdo de células

fibroblasticas de murino (L929) e osteossarcoma (SaOS-2).

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a eficAcia da sintese em fase soOlida das sequéncias peptidicas
GARGQAGVMGFO (peptideo mimético a colageno tipo 1), VEHDKEFFHPRYHH
(peptideo  mimético a BMP-7) e KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE
(peptideo rico em Lisina - LRP) por meio de espectrometria de massas, no modo de
ionizacdo por electrospray (ESI-MS) e dicroismo circular.

e Avaliar a eficacia da bifuncionalizacdo das peliculas de CB com as diferentes
sequéncias peptidicas através da imobilizacdo por ligagdes do tipo amida utilizando 0s
agentes de acoplamento EDC:NHS.

e Caracterizar as plataformas obtidas por técnicas fisico-quimicas, a saber
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, Espectroscopia
Raman, Andlise Termogravimétrica, Microscopia Eletronica de Varredura,
Microscopia de Forca Atdmica e ensaio de molhabilidade por medicdo do angulo de
contato.

e Avaliar as propriedades bioativas das peliculas de CB funcionalizadas com peptideos
através do ensaio de citotoxicidade in vitro, ensaio de adesdo celular e ensaio de

migracgéo e proliferagéo celular

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo das peliculas de CB

A producdo das peliculas de CB foi realizada em parceria com a empresa HB Biotec
de Araraquara. Foi utilizada a cepa AF1 pertencente ao género e espécie Komagataeibacter
rhaeticus, a partir do cultivo em meio de cultura liquido sob condicdes estaticas, que

apresenta a seguinte composicao basica: 2% (m/v) glicose, 0,5% (m/v) peptona, 0,5% extrato
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de levedura, 0,27% (m/v) fosfato disddico anidro e 0,115% (m/v) &cido citrico
monohidratado. O cultivo das bactérias foi realizado em placas de 24 po¢os com tempo de
cultivo de 96 horas a 28°C. Para a remocao dos microrganismos, as membranas passaram por
tratamento quimico utilizando solugédo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M por 30 minutos a

70 °C, sendo posteriormente lavada com &gua destilada até atingir pH neutro.

3.2. Sintese e purificacdo das sequéncias peptidicas

As sequéncias peptidicas, sendo elas, KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE
(peptideo rico em lisina), massa molar de 3113.69 g/mol, VEHDKEFFHPRYHHH e
VEHDKEFFHPRYHH (peptideos miméticos a BMP-7 com e sem histidina,
respectivamente), massas molares de 2014.17 g/mol e 1878.01 g/mol, e GARGQAGVMGFO
(peptideo mimético a colageno tipo 1), massa molar de 1163.31 g/mol, foram sintetizadas
através do método de Sintese de Peptideos em fase Solida (SPPS) pelo protocolo envolvendo
0 uso de fluorenilmetiloxicarboxil (Fmoc), e grupos protetores de cadeias laterais (terc-butil,
tritil e terc-butiloxicarbonil). Essa etapa foi conduzida em colabora¢do com o Laboratério de
Estudos de Peptideos Bioativos (LEPepBio), coordenado pelo Prof. Dr. Norival Alves Santos
Filho, nas dependéncias do Instituto de Quimica de Araraquara, UNESP.

O Fmoc é um grupo protetor utilizado na sintese de peptideos em fase solida,
utilizando a resina Rink amida, com a fungdo de proteger o grupo a-amino de cada
aminoacido. Ele impede que o grupo amina reaja durante as etapas de acoplamento, evitando
reacOes indesejadas. Dessa forma, 0 Fmoc, juntamente com os agentes de acoplamento N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC) e N-hidroxibenzotriazol (HOBt), foi empregado na sintese dos
peptideos. Apds cada etapa de acoplamento, foi realizado um teste de ninidrina (Kaiser et al.,
1970), reagente que em altas temperaturas reage com grupos amino livres, liberando um
composto de cor azul (maioria dos aminoécidos) ou castanho (prolina)para verificar a
efetividade da ligacdo entre os aminodacidos. Para cada ligacdo peptidica, foi conduzida uma
etapa de desprotecdo, utilizando 20% de 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF),
garantindo a remocdo seletiva do Fmoc e permitindo que o grupo amina do aminoacido
ficasse disponivel para a ligacdo seguinte, assegurando a obtencdo da sequéncia peptidica
desejada.

Apbs o acoplamento de todos os residuos de aminoacidos, seguiu-se com a etapa de
clivagem, que corresponde ao rompimento da ligacdo do peptideo com a resina. Essa etapa

utilizou um coquetel de clivagem contendo agua ultrapura, triisopropilsilano (TIS) e o acido
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trifluoracético (TFA) (proporcéo de 2,5%; 2,5%; e 95% respectivamente; v/v), sob agitacdo
branda por 2 horas. O volume utilizado foi calculado na proporcéo de 1 mL de solucdo para
cada 100 mg de resina. Os sobrenadantes contendo os peptideos foram liofilizados e
identificados como €-PLL (AA2413) bruto; BMP-7 (AA2416) bruto, BMP-7 com histidina
(AA2414) bruto, e colageno tipo | (AA2415) bruto.

A purificacdo dos peptideos foi realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa, no modo semi preparativo, utilizando coluna C18 (Phenomenex 2,1
X 25 cm) em gradiente de 5-55% o peptideo BMP-7 histidina; 5-60% o peptideo BMP-7 e
Colégeno tipo I; 5-65% o peptideo LRP; de solvente B (0,036 TFA em acetonitrila) por 120
minutos. Apds a purificacdo, as fragdes de interesse foram acompanhadas em cromatdgrafo
analitico para a determinacdo do grau de pureza.

Os espectros de massas dos peptideos foram obtidos em um espectrémetro de massas
LCQ FLEET ThermoScientific, com injecdo direta em modo de ESI-MS e detec¢do em modo
positivo. Esses ensaios foram conduzidos no Departamento de Bioguimica e Quimica

Organica, Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

3.3. Funcionalizacdo das peliculas de CB com as sequéncias peptidicas

A incorporacdo das sequéncias peptidicas sobre as peliculas de CB foi inicialmente
conduzida através da imobilizacdo covalente utilizando os agentes de acoplamento
EDC:NHS. O processo de imobilizacdo das sequéncias peptidicas na matriz polimérica de CB
por meio de ligagdes covalentes foi realizado pelo mecanismo de crosslinking, intermediado
pelos agentes de acoplamento EDC:NHS, baseado nos protocolos apresentados por
Hermanson (2013) e Chimondes et al. (2013).

O primeiro passo consistiu no preparo de uma solugéo de carboximetilcelulose (CMC)
com concentracdo de 0,5 mg/mL, adicionando cloreto de s6dio a 50 mM. Esta mistura foi
incubada sobre as peliculas de CB Umida por 1,5 horas. Em seguida, preparou-se uma solugéo
contendo albumina sérica bovina (BSA) a 0,4 M, e os agentes de acoplamento: EDC e NHS,
ambos na concentragdo de 0,1 M. Esses agentes foram dissolvidos em uma proporgdo de 1:1 e
mantidos em contato com as peliculas de CB por 15 minutos, utilizando agua destilada como
solvente. Ap6s o término da incubacdo, foi realizado trés lavagens consecutivas para a
remocao da solucdo, removendo-se assim 0s componentes ndo ligados.

Posteriormente, as amostras foram incubadas com uma solucdo de 5 mg/mL de BSA

em tampéo acetato a 10 mM (pH 3,9), assegurando a ligacdo eficiente com as sequéncias
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peptidicas. Sendo assim, adicionou-se as sequéncias peptidicas na concentra¢do de 4 ug/mL
(SASKA et. al., 2012), por um periodo de 12 horas, a 4 °C. Por fim, as membranas foram
cuidadosamente lavadas com &gua destilada estéril, garantindo a eficacia do preparo
(FURSATZ et al.,, 2018). Esse protocolo foi realizado tanto para as peliculas de CB
funcionalizadas com uma Unica sequéncia peptidica quanto para aquelas funcionalizadas com
dois peptideos. No segundo caso, o primeiro peptideo foi incubado por 12 horas e, apds sua
remocao, o segundo foi imediatamente adicionado e mantido por mais 12 horas. Apos essas

etapas as CB foram secas em temperatura ambiente.

3.4. Estudos conformacionais por dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) foi empregada para a caracterizagao
estrutural dos peptideos, permitindo a avaliagdo de sua conformacao secundaria e de possiveis
mudancas estruturais. Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco J-
815, utilizando cubetas com caminho dptico de 1,0 mm, com cinco varreduras por espectro e
tempo de integragdo de 3 s por ponto. Para todos os experimentos a leitura foi realizada a cada
0,5 nm com controle de temperatura a 25° C. Neste estudo foram preparadas solucdes
estoques dos peptideos em tampéo fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS, pH=7,4).
As solucdes de peptideos foram tituladas com SDS 5 mM (mimético de membrana) e
Trifluoroetanol (TFE) 60% (solucdo indutora de estruturacdo). Para cada peptideo,
considerou-se uma solugédo estoque contendo 1 mg em 1 mL de tampédo PBS. A partir do
estoque e do calculo de concentracdo, a concentracdo final do peptideo foi de 60 uM. Os

volumes de SDS e TFE utilizados foram de 20 uL e 120 pL, respectivamente, sendo o volume

final ajustado para 200 pL com tampao PBS. O calculo da elipticidade molar [6], utilizado
para converter os dados experimentais inicialmente expressos em milidegree, foi realizado de

acordo com a Equacdo 1, conforme descrito por Casallanovo et al. (2006).

valor(emmilidegree)

el = (10 .1. [peptideo].n" deaa

Equacao 1

No numerador € inserido o valor de elipticidade obtido pelo equipamento, expresso em
milidegree (mdeg). O termo { corresponde ao caminho 6ptico da cubeta (0,1 cm), [peptideo]
representa a concentragdo do peptideo utilizada no experimento (mol-L™") e o n® de aa refere-
se ao numero de residuos de aminoacidos presentes na molécula.
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3.5. Caracterizac0es fisico-quimicas e morfoldgicas

Todas as peliculas de CB bifuncionalizadas com as diferentes sequéncias peptidicas foram

caracterizadas utilizando as seguintes técnicas:

a)

b)

d)

Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho no modo de Reflexdo
Atenuada (FT-IR/ATR): A técnica foi utilizada a fim de realizar uma anélise dos
grupamentos quimicos presentes nas peliculas de CB ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com as diferentes sequéncias peptidicas. Os espectros de FT-IR/ATR
foram obtidos utilizando o espectrometro Cary 630 FTIR, na faixa de 4000 cm™ a 400
cm™', com um total de 32 varreduras e resolugdo espectral de 4 cm™.

Espectroscopia Raman: As andlises dos filmes foram realizadas em um
espectrometro FT-Raman Bruker Multiram, utilizando um laser Nd:YAG com
comprimento de onda de 1064 nm. Os espectros foram adquiridos com resolucéo
espectral de 4 cm™, cobrindo a faixa de 4000 a 50 cm™. A poténcia do laser foi
ajustada para 300 mW, e cada espectro resultou da média de 512 varreduras (scans). As
analises foram conduzidas em parceria com professor Luiz Fernando Cappa.

A anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada para determinar o perfil térmicos
das peliculas de CB, tanto nao funcionalizadas quanto funcionalizadas com diferentes
sequéncias peptidicas, em funcdo do aumento da temperatura. Para cada amostra, 5 mg
foram submetidos a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de temperatura de
29 °C a 600 °C, sob um fluxo de nitrogénio de 100 mL/min. Além disso, a analise
derivada termogravimétrica (DTG) foi utilizada para identificar as taxas de
decomposicdo térmica, fornecendo informacgdes detalhadas sobre os eventos de
degradacdo ao longo do aquecimento. O equipamento utilizado para a avaliacdo da
perda de massa em funcdo da temperatura foi 0 TGA Q600 SDT (TA Instruments).

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) acoplado ao EDS: Investigou-se as
caracteristicas morfoldgicas dos filmes de CB funcionalizadas com diferentes
sequéncias peptidicas, somado a analise e mapeamento quimico por EDS (X-ray
energy dispersivespectroscopy -XEDS) utilizando o microscopio marca JEOL, modelo
JSM-IT500HR, operando sob uma tensdo de 2 kV. As analises foram conduzidas no
Instituto de Quimica de Araraquara.

Microscopia de Forca Atdmica (MFA): para determinagdo do aspecto topografico e
de rugosidade das peliculas de CB funcionalizadas com diferentes sequéncias

peptidicas. As andlises foram conduzidas no LNNano/CNPEM. As imagens
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topogréaficas foram obtidas em um microscopio de forca atbmica Bruker® MultiMode8
no modo Peak Force Tapping®. Foi utilizada uma sonda Bruker® SCANASYST-AIR
com constante de mola nominal de 0,4 N/m e raio da ponta de 2,0 nm para a varredura.
A plataforma do AFM foi montada em uma camara ambiental, que permite o controle
da umidade relativa e da temperatura (10% e 25 °C).

Anélise da molhabilidade: os angulos de contato foram medidos de acordo com a
norma ASTM D-5725-99 (ASTM, 2003) para avaliar a hidrofilicidade/hidrofobicidade
das peliculas de CB nativa e funcionalizadas com diferentes sequéncias peptidicas. Foi
utilizado o equipamento Ramé-hart 260-F4 Series goniometer, na qual foi realizado em
triplicata com 2 gotas por amostra. As analises foram conduzidas na UFSCAR. Para o
calculo da tensdo superficial, foram utilizados agua deionizada e diiodometano como
liquidos sonda. A tensao superficial pode ser definida como a relacdo de forcas que
atuam diferentemente na parte mais superficial de um liquido em comparagdo com as
forcas que atuam internamente. Quando duas superficies estdo em contato formando
duas fases, solido e liquido, é possivel calcular a tensdo superficial aparente formada
na interface (PAIVA 2020; YUAN; LEE, 2013; ZETTLEMOYER, 1974). Partindo da
medida do angulo de contato (0), ¢ possivel obter a equacdo conhecida como Equacéo
de Young-Dupré, que antecede a tensdo superficial (ZETTLEMOYER, 1974),

conforme representada abaixo:

1
yiv (1 + cos ) = 2 (y]y])?
(Equacéo 2)

Onde yL é a tensdo superficial do liquido, sendo composta pelas contribuicées
dispersiva yPL. . y9L enquanto y% e 9. correspondem, respectivamente, as componentes
dispersiva e polar da energia superficial do sélido, conforme evidenciado na Equacdo 5
(ANNAMALAI et al., 2016):

1 1
v (1 + cos 6) = 2 (Y§v)z + (v5v))?
(Equacéo 3)
Para calcular a tensdo superficial e as componentes polares e dispersivas dos
materiais obtidos, recorreu-se a equacdo aproximada de Wu (1978) de superficies

poliméricas, baseando-se em média harmonica (equagéo 4):
dd p.r
o sy , Ysvp
Y (1 +cos8) = 7" +—5—
YstyL Ysgtyg
(Equacéo 4)
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Os valores das componentes polares e dispersivas dos liquidos sondas, assim
como sua energia de interface, conforme descrito por Zettlemoyer (1974), foram

computados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores das componentes polares e dispersivas descrito por Zettlemoyer (1974).

AGUA DIIODOMETANO
Coef. Lig/vap 72,8 50,8
Componente polar lig/vap 51 0
Componente dispersiva 21,8 50,8

3.6. Ensaios Bioldgicos in vitro

a) Ensaio Hemolitico: foi realizado o preparo da solucdo estoque dos peptideos contendo
1 mg ressuspenso em 0,5 mL de tampao PBS (pH 7,4). Além disso, foi realizado o
preparo da solucdo de eritrdcitos a partir da diluicdo em tampao PBS (1/25). Para anélise
do perfil hemolitico, foram realizadas diluicdes seriadas dos peptideos, partindo da
concentracdo de 512 pg/mL até 1 pg/mL, todas em duplicatas. Como controles, utilizou-
se tampdo PBS (ndo ocasiona hemdlise) e Triton 1% (ocasiona 100% de hemolise).
Foram adicionados 100 pL da solucdo de eritrocitos nos tubos contendo as dilui¢cdes dos
peptideos, sendo mantidos em estufa a 37° C por 1 hora. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 500 g por 5 minutos e os sobrenadantes foram transferidos para
microplacas e lidos em leitor de placas a 540 nm. Para o calculo da % de hemolise foi

considerado:

. (absorbancia da amostra — abserbancia do controle negativo)
% de hemolise:

= = 100
(absorbancia do controle positive — absorbancia do controle negativo)

b) Ensaio de citotoxicidade: Para o ensaio, utilizou-se fibroblastos murino derivados de
tecido conjuntivo (L929). Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e antibioticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com
posterior incubagdo em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds 2 repiques consecutivos,
iniciou-se o ensaio de citotoxicidade, empregando uma concentracdo de 1x10%

células/pogo, que foram incubadas em placa de 96 pocos. A placa foi mantida por 24 h
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em incubadora, respeitando os mesmos parametros de temperatura e porcentagem de CO>
descritos anteriormente. Paralelamente ao plaqueio das células, os tratamentos foram
preparados de acordo com a 1ISO 10993-12. Para tal, 1 cm? de cada material foi disposto
em tubo conico com posterior esterilizacdo em radiacdo UV por 30 minutos. Em seguida,
foi feita a adicdo de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro fetal bovino). Os
filmes em contato com o meio foram deixados sob agitacdo por 24 horas a 37°C. Com 0
término das 24 h de plagueamento das ceélulas, avaliou-se o0 estabelecimento da
monocamada com o auxilio de microscopio, e em seguida, 0 meio de cultura foi retirado
e os eluatos oriundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular,
respeitando o volume de 200 uL/pogo, seguido da incubacdo em estufa de CO2 por mais
24 h. Decorrido as 24 h de tratamento, os eluatos foram removidos, seguido da lavagem
com PBS por duas vezes consecutivas. Finalizado essa etapa, 100 pL de resazurina foram
adicionados em cada pogo. A placa foi novamente incubada a 37°C, ao abrigo da luz, por
4h. Finalizado o periodo de incubacdo, a resazurina foi retirado dos pocos. Os valores de
absorbancia (Abs) foram obtidos em espectrofotdmetro de microplacas (Synergy-HTX)
com leitura em 570nm (reduzido) e 600nm (oxidado). Como controle de sobrevivéncia
(controle negativo), as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os experimentos
foram conduzidos em triplicata, em trés ensaios independentes, incluindo os controles
(MOSMANN et al., 1983). Com os valores de Abs, calculou-se a média da porcentagem
de viabilidade celular em relacdo ao controle de sobrevivéncia (100%), conforme

apresentado pela equacgéo 5 abaixo (norma 1SO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco) 100
(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco) x

Ensaio de Proliferacdo Celular: Inicialmente, as células L929 foram cultivadas em meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1
mg/mL), com posterior incubagdo em estufa a 37°C e 5% de CO.. A proliferagdo celular
foi avaliada pelo ensaio de resazurina, com as células cultivadas diretamente sobre as
superficies dos materiais. Antes do ensaio, as amostras foram cortadas em se¢des de 1
cm?, esterilizadas por exposicao a radiacdo UV por 30 min em cada lado e colocadas em
placas de cultura de 24 pocgos (ISO 10993-12). As células foram semeadas diretamente

sobre os materiais na concentragdo de 0,5 x 10* células/pogo em meio de cultura
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completo e incubadas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. Como
controle, as células foram cultivadas em pogos sem material. O meio de cultura foi
trocado a cada 24 h durante todo o experimento. A atividade metabolica celular, utilizada
como indicador indireto de proliferacdo, foi avaliada apds 24, 48, 72 e 168 horas de
cultura. Em cada ponto de tempo experimental, o meio foi removido e substituido por
uma solucéo de resazurina preparada em meio de cultura (10% v/v). As amostras foram
incubadas por 3 a 4 horas a 37 °C, protegidas da luz. Apos a incubacéo, aliquotas do
sobrenadante foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida a
570 nm (Synergy-HTX). Os experimentos foram conduzidos em triplicata, em trés
ensaios independentes, incluindo os controles (DORM et al., 2022). Utilizando os valores
de absorbancia, a taxa de proliferacdo celular foi calculada, conforme mostrado pela
equacao 6 abaixo (ISO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco)
100

. X
(Abs do controle de sobrevivéncia)

d) Ensaio de Migragdo Celular: O ensaio de wound healing é muito utilizado para o
estudo das caracteristicas da migracdo celular, assim como para a validacdo de
substancias que podem interferir no processo migratorio. A migracdo celular é um
processo essencial em muitos eventos fisiologicos e patoldgicos, incluindo a
cicatrizacdo de feridas, desenvolvimento embrionario e metéstases. O procedimento
basico para estudar a migracdo em vitro envolve: (i) estabelecimento de uma
monocamada de células, (ii) a producdo de uma pseudo-ferida na camada confluente de
células, (iii) captura de imagens em intervalos de tempo diferentes até a confirmacéo do
fechamento da pseudo-ferida e (iv) a andlise da sequéncia de imagem de forma a
quantificar a velocidade de migracao das células (YARROW et al., 2004). Células
de fibroblastos (L929) foram cultivadas na densidade de 1x10° células/pogo em placa de
24 pocos, respeitando as mesmas condi¢cdes de temperatura e percentual de CO2. Os
meios de extracdo foram preparados de acordo com a 1SO 10993-12. Para tal, 1 cm? de
cada material foi disposto em tubo conico com posterior esterilizagdo em radiacdo UV
por 30 min. Em seguida, foi feita a adicdo de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 5% de
soro fetal bovino). Assim, 24 h depois do plaqueio, 0s pogos foram lavados duas vezes

com PBS e a raspagem “pseudo-ferida” da monocamada celular foi realizada usando
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uma ponta de pipeta de 200 pL. Para obter riscos retos foi utilizada uma régua como

guia, conforme elucidado na Figura 4 abaixo.

Figura 4. Realizagdo do ensaio de wound healing.

As areas livres de células foram visualizadas em um microscépio Optico
invertido (Nikon®) com objetiva de 10x. Para garantir que as micrografias fossem
sempre capturadas na mesma posicao, foi feita uma linha preta na parte externa inferior
dos pocos com uma caneta. As micrografias foram realizadas acima da linha preta nos
tempos 0, 6, 24 e 48 horas até o fechamento completo das pseudo-feridas. A area das
pseudo-feridas foi medida usando o software ImageJ (//imagej.nih.gov/ij/, versdo 2.0.0-
rc-43/1.50e). Todas as amostras foram realizadas em triplicata. O fechamento (%) das

pseudo-feridas foi calculado conforme equagéo 7:

Fechamento da pseudo-ferida (%) = (Ainicial — Afinal)/(Ainiciar) X 100

Sendo A, a medida da area entre as bordas para cada tempo analisado (Yue et al., 2010).

e) Ensaio de adesdo celular

Para os estudos de adesdo celular foram utilizadas a mesma linhagem celular
(L929) descrita anteriormente. Primeiro, as células (5x10* células/pogo) foram
semeadas nos filmes (1cm?) inseridos na placa de 24 pogos e cultivadas durante 72
horas a 37°C com 5% de CO>. No final da incubagdo, o meio foi removido e as células
foram lavadas com PBS 0,01 M filtrado estéril a pH 7,4. Em seguida, as células foram
fixadas com glutaraldeido a 3% em PBS 0,01 M durante 0,5 h a temperatura ambiente.

Apos lavagem com PBS 0,01 M, as amostras foram desidratadas através de uma série
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ascendente de etanol (30%, 50%, 70% e 95%, 3 min cada) com uma incubacao final em
etanol 100% por 3 min (repetido 2 vezes). As amostras secas foram revestidas por
pulverizacdo catodica para gerar uma camada de carbono de 10 nm. As amostras foram
examinadas com um microscopio eletrénico de varredura (JSM-IT500HR, JEOL)
usando uma distancia de trabalho de 8 mm e uma tensdo de aceleracdo de 5 kV
(PASCHOALLIN et al., 2017).

3.7. Anélises Estatisitica

As anélises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism
8.0®. Analises envolvendo dois grupos ndo pareados foram realizadas por meio de testes
t de Student. Multiplos grupos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),

seguida pelo pos-teste de Tukey. A diferenca estatistica foi considerada em p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Sintese dos peptideos: determina¢do do rendimento e pureza

As sequéncias peptidicas de escolha foram selecionadas baseadas em diferentes
estudos ja publicados na literatura. A sequéncia peptidica mimética ao colageno tipo |, a
saber, GARGQAGVMGFO, também foi explorada tanto no artigo de Malcory & Mallein-
Gerin (2022), como no estudo de Xu & Kirchner (2021).

A escolha dessa sequéncia se deve as suas propriedades Unicas de reconhecimento por
multiplas proteinas ligantes de colageno, incluindo os receptores Discoidina (DDR1 e DDR?2),
gue desempenham um papel fundamental na regulacdo da adesdo e diferenciacdo celular, o
Fator de von Willebrand (VWF), essencial para a hemostasia e interacdo com componentes da
matriz extracelular, e a proteina SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine),
também conhecida como osteonectina, envolvida na remodelacdo tecidual e na modulagao da
adeséo celular.

Além disso, a presenca de hidroxiprolina (O) na sequéncia € essencial para a
estabilidade da tripla hélice do colageno e para a alta afinidade de ligacdo aos receptores,
caracteristicas fundamentais para mimetizar o microambiente extracelular nativo e otimizar a
resposta celular (MALCON et al., 2022).
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Em relagdo a sequéncia peptidica mimética a BMP-7, Lock & Liu (2011)
demonstraram que peptideos curtos derivados de BMPs podem induzir a diferenciagdo
osteogénica de MSCs com eficacia comparavel a proteina BMP-7 em sua forma nativa. A
sequéncia VEHDKEFFHPRYHH se destaca por sua composi¢do unica de aminoacidos, que
pode conter dominios essenciais para a interacdo com receptores celulares e a ativacdo de vias
osteogénicas.

Além disso, peptideos curtos como esse apresentam vantagens significativas, como
menor imunogenicidade, maior estabilidade em condicGes fisioldgicas e facilidade de
modificacdo quimica. Essas propriedades permitem sua funcionalizagdo em nanocompositos,
como os de hidroxiapatita-PLGA, que j& demonstraram eficacia na liberacdo controlada do
peptideo, além de favorecer a adesao e diferenciacao celular.

Ademais, Fursatz et al. (2018) relataram que a funcionalizacdo de peliculas de CB
com o peptideo e-polil-lisina (e-PLL), bem como com a combinagdo CB-CMC-¢-PLL,
conferiu significativa atividade antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis. Observou-
se uma reducdo expressiva no crescimento bacteriano ap6s 24 horas, efeito que se manteve
por aproximadamente 30 dias. A funcionalizacdo com e-PLL ndo induziu modificacGes na
morfologia da matriz de CB, e se mostrou citocompativel frente a fibroblastos dérmicos
humanos (HDF).

Para fins de padronizacdo e clareza na apresentacdo dos resultados, as abreviacfes
utilizadas ao longo deste estudo encontram-se resumidas na Tabela 3. Essas abreviacdes
foram adotadas com base na composicdo dos peptideos, evitando ambiguidades

terminoldgicas e garantindo precisdo na descricdo dos materiais experimentais.

Tabela 3. Abreviacdes utilizadas nos resultados e discussoes.

Amostras Abreviacoes
Peptideo mimético a Colageno tipo | Col |
Peptideo mimético a BMP-7 mBMP-7
Peptideo mimético a BMP-7 com histidina mBMP-7 histidina
Peptideo rico em Lisina LRP

Sendo assim, no presente estudo, apds a sintese das sequéncias peptidicas
mencionadas anteriormente, realizou-se a purificagdo por CLAE, com os perfis
cromatograficos representados na Figura 5. E importante enfatizar que essa técnica é
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amplamente utilizada para a purificacdo de peptideos, sendo baseada na interacéo hidrofébica
entre a amostra e a fase estacionaria. A fase estacionaria consiste em uma resina C18, cujas
cadeias longas de carbono interagem com os residuos hidrofobicos do peptideo, influenciando
seu tempo de retencdo. O tempo de retencdo € um parametro crucial na cromatografia, pois
indica o tempo que um composto leva para ser eluido da coluna, refletindo sua afinidade com
a fase estacionaria (SANTOS-FILHO et al., 2015).

Antes da purificacdo, as amostras contendo os peptideos brutos apresentam nao apenas
0 peptideo de interesse, mas também impurezas como fragmentos truncados, peptideos
modificados e subprodutos da sintese. Isso resulta em um cromatograma com multiplos picos,
onde cada composto apresenta um tempo de retencdo distinto, tornando a separacao
complexa. A medida que a purificacdo avanca, o peptideo desejado é isolado, e seu pico
cromatografico se torna mais definido, simétrico e livre de interferéncias. 1sso ocorre porque a
remocdo de impurezas permite que o peptideo puro interaja de maneira mais previsivel com a
fase estacionaria, resultando em um tempo de retencdo mais estavel. A hidrofobicidade do
peptideo desempenha um papel essencial nesse processo, uma vez que peptideos mais
hidrofobicos tendem a apresentar tempos de retencdo mais longos devido a interacdes mais
fortes com a fase estacionaria (SANTOS-FILHO et al., 2015).

Para o peptideo LRP néo purificado (Fig 5A1), detectou-se um pico mais definido em
11,4 minutos, embora outros picos também foram registrados, e ap6s a purificacdo, a presenca
de um pico bem definido em 11,2 minutos (Fig 5A2). Ja para 0 mBMP-7 com histidina, um
pico mais definido foi registrado em 10,3 minutos (Fig 5B1), enquanto apos a purificacao,
registrou-se apenas um pico bem definido em 10 minutos (Fig 5B2). Em relagdo mBMP-7
(Figura 5C1) antes da purificacdo, e ap6s (5C2), foi observado os picos em 10,5 minutos e
10,3 minutos, respectivamente. Para a sequéncia Col I, os picos encontrados antes e apos a
purificacdo foram registrados em 11,5 minutos (Fig 5D1) e 11,6 minutos (Fig 5D2).
Analisando o tempo de retencdo dos picos majoritarios das diferentes sequéncias peptidicas,
foi possivel confirmar a eficiéncia da purificacdo. Em relacdo a hidrofobicidade, a sequéncia
peptidica Col | demonstrou ser a mais hidrofébica entre 0s peptideos analisados, enquanto o

mBMP-7 com histidina apresentou a menor hidrofobicidade.
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Figura 5. Perfil cromatografico dos peptideos antes da purificacdo (1) e apds a etapa de purificacdo (2) em
coluna de fase reversa C18 em 5-95% de solvente B em 30 minutos: (Al e A2) AA2413- (LRP), (Bl e B2)
AA2414 — (mBMP-7 com histidina), (C1 e C2) AA2416 —- mBMP-7 e (D1 e D2) AA2415 — (Col I).

Em relacdo a determinacdo das respectivas massas molares das quatro diferentes
sequéncias peptidicas por ESI-MS, os resultados obtidos foram computados na Figura 6. Os
picos indicados como +1, +2, +3 e assim por diante, referem-se ao estado de carga do ion
detectado. Esses valores correspondem ao nimero de cargas positivas adquiridas por cada
peptideo durante a sua ionizag¢do no espectrdmetro de massas.

Para o peptideo Col I, foram identificados dois picos majoritarios, com razéo
massa/carga de 1162,68 Da e 582,18 Da, correspondendo aos picos +1 e +2, respectivamente.
J& para a sequéncia peptidica mBMP-7 contendo histidina, foram observados quatro picos
majoritarios, com razdo massa/carga de 1007,91 Da, 672,63 Da, 504,73 Da e 404,01 Da,
correspondendo aos picos +2, +3, +4 e +5, respectivamente. No caso do peptideo mBMP-7,
foram observados trés picos majoritarios, com razdo massa/carga de 939,09 Da, 626,43 Da e
470,27 Da, correspondentes aos picos +2, +3 e +4, respectivamente. Por fim, o espectro de
massas do peptideo LRP revelou quatro picos majoritarios com razdo massa/carga de 1038,46
Da, 779,60 Da, 623,95 Da e 520,15 Da, correspondendo aos picos +3, +4, +5 e +6,
respectivamente.
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Figura 6. Espectro de massas das sequéncias peptidicas: (A) AA2415 — Col I; (B) AA2314 - mBMP-7 com
histidina; (C) AA2416 — mBMP-7 e (D) AA2313- LRP.
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Deste modo, para determinar a massa molecular média de cada sequéncia peptidica a
partir dos picos de espectrometria de massas, empregou-se a seguinte formula geral
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007):

Mz(?xz)—(ZXmH)

Onde:
e M = massa molecular do peptideo
e M/z =raz&o massa/carga observada no espectro
e Z=numero de cargas do pico correspondente

e My =massa do préton (aproximadamente 1,00784 Da)

A Tabela 4 traz os valores médios de massa molecular média para cada peptideo.

Tabela 4 Valores aproximados das massas moleculares de cada sequéncia peptidica analisadas a partir dos
espectros de massas obtidos por espectrometria de massas, considerando as diferentes razdes massa/carga (m/z) e

seus respectivos estados de carga.

Sequéncia peptidica Massa Molecular média (Da)
Peptideo Col | 1162,34
Peptideo mBMP-7 com histidina 2013,80
Peptideo mBMP-7 1876,49
Peptideo LRP 3114,07

4.2.  Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo significa a capacidade de uma substancia absorver diferentes quantidades
de luz polarizada dependendo da dire¢do de rotacdo da luz. Quando a luz passa por uma
substancia, pode ocorrer uma absor¢do seletiva para um dos sentidos de rotacdo (WANG et
al., 2022).

Os espectros de dicroismo circular indicam que em tampdo PBS (pH 7,4), todos o0s
peptideos avaliados apresentaram predominantemente conformacdo desordenada (random
coil), evidenciando a auséncia de estrutura secundaria em meio aquoso fisiologico. Esse
comportamento sugere que, nessas condi¢cdes, 0s peptideos ndo adotam espontaneamente
conformacdes estaveis. Na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS), um surfactante
anionico amplamente empregado como modelo simplificado de ambiente mimético de

membrana celular, em funcdo da formacdo de micelas com regides hidrofobicas, e de
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trifluoroetanol (TFE), um co-solvente orgénico capaz de reduzir a competicdo da &gua por
ligacBes de hidrogénio, favorecendo a estabilizagdo de estruturas secundarias, apenas o
peptideo LRP apresentou transicdo conformacional do tipo o-hélice, caracterizada pela
presenca de bandas negativas em aproximadamente 208 e 222 nm e uma banda positiva
proxima a 190 nm, em concordancia com dados previamente descritos na literatura
(CESPEDES et al., 2012). Os demais peptideos apresentaram conformag&o randémica, como
pode ser observado na Figura 7.

A formacdo de a-hélice observada para o peptideo LRP é particularmente relevante,
pois peptideos bioativos, especialmente com agdo antimicrobiana, frequentemente assumem
conformacdo helicoidal ao interagir com membranas bioldgicas. Essa estrutura permite a
orientacdo de regides hidrofobicas e hidrofilicas, facilitando o reconhecimento e a interacao
com a bicamada lipidica bacteriana, podendo promover penetracdo, ruptura ou
permeabilizacdo da membrana. O fato de o LRP adotar a conformacdo helicoidal apenas na
presenca de ambientes miméticos de membrana (como SDS ou TFE) indica um
comportamento dependente de contato com lipidios, tipico de peptideos antimicrobianos que
permanecem desordenados em solu¢do, mas se estruturam quando encontram a superficie
celular (CESPEDES et al., 2012).

Embora apenas o LRP tenha apresentado transicdo para conformacédo helicoidal em
ambiente mimético de membrana, os peptideos Col | e mMBMP-7 podem manter sua atividade
biolégica mesmo em estado desordenado. Esses peptideos ndo dependem de estrutura
helicoidal para sua funcdo, pois atuam como motivos bioativos que promovem adesdo,
sinalizacdo e diferenciagdo celular. Assim, quando imobilizados na CB, eles servem como
sitios de reconhecimento para células, estimulando respostas especificas relacionadas a
regeneracdo tecidual (HERSEL et al., 2003).
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Figura 7. Espectros de dicroismo circular para os peptideos Col I, mBMP-7 e LRP, na concentracdo de 60 pM,
em solucédo tampéo (PBS), SDS 5 mM e TFE 60%.

4.3.  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) no modo de

reflectancia total atenuada (ATR)

A FTIR baseia-se na absorcdo de radiacdo infravermelha pelas ligacdes quimicas do
material, promovendo transices vibracionais detectadas no espectro. E particularmente
sensivel a grupos funcionais polares e permite a identificacdo de ligacBes quimicas e
interacdes moleculares. Na Figura 8 sdo evidenciados os espectros das diferentes amostras de
CB ndo funcionalizadas e funcionalizadas com as sequéncias peptidicas Pode-se observar a
presenca das principais bandas caracteristicas da molécula de CB, sendo elas, a banda em
3350 cm™!, caracterizada como uma banda de alongamento (stretching) e associada a vibracao
da ligagdo O-H; a banda em 2890 cm™, referente ao alongamento de CH em alcanos ¢ ao
alongamento assimétrico de CH:; a banda em 1650 cm™!, atribuida a banda de flex&o
(bending) da agua adsorvida (H-O-H); a banda em 1430 cm™! referente a deformagdo de CHa,

e a banda em 843 cm!, atribuida a vibra¢do associada a ligagdo B-1,4 da celulose nativa.
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Esses dados também corroboram com os estudos publicados por Claro et al. (2022); Monteiro
et al. (2021) e Barud et al. (2011).

Em relacdo as amostras de CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS, CB/EDC:NHS, os
espectros revelaram bandas similares as da CB, destacando-se pela presenca de uma banda
mais larga e intensa em 3350 cm™, atribuida as vibragcdes de alongamento das ligacGes de
hidrogénio intramoleculares. Além disso, foi observada um pico em 1530 cm™, associado a
vibracdo de alongamento do grupo carboxilato, caracteristica da CMC (HABIBI, 2014).
Entretanto, as amostras funcionalizadas com os diferentes peptideos, tanto aquelas contendo
um unico peptideo quanto as bifuncionalizadas, ndo apresentaram bandas adicionais e

aparentes que pudessem ser atribuidas as amidas.
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Figura 8. Espectros de FTIR/ATR no modo transmitancia adquiridos para as diferentes amostras de CB,
incluindo CB nativa, CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS, CB/BSA/EDC:NHS, CB/Col |, CB/mBMP-7 com
histidina, CB/mBMP-7, CB/LRP, CB/Col I/LRP, CB/mBMP-7 com histidina/LRP e CB/mBMP-7/LRP. Os
espectros foram adquiridos no intervalo de comprimento de onda de 4000 a 600 cm™, com resolugdo de 4 cm™,

utilizando 32 varreduras no modo de reflexéo total atenuada (ATR).

A Tabela 5 traz os principais grupos funcionais observados em todos 0s espectros de
transmitancia adquiridos das amostras de CB ndo funcionalizadas e funcionalizadas com as

sequéncias peptidicas.
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Tabela 5. Representagdo das principais bandas atribuidas aos grupos funcionais presentes nas amostras de CB

funcionalizadas e nao funcionalizadas com as diferentes sequéncias peptidicas.

Comprimento de onda (cm™) Grupo Funcional
3350 cm™ -OH
2890 cm™* -CH e CH:
1650 cm Flexao H-O-H
1430 cm™ Deformagdo CH,
843 cm™ Ligagdo B-1,4

Optou-se por plotar os espectros no modo de absorbancia, a fim de detectar as bandas
referente as amidas, indicativas da imobilizacdo dos peptideos na superficie da CB. Sendo
assim, os espectros dos peptideos isolados (Figura 9B) e das amostras de CB funcionalizadas
com os peptideos (Figuras 9C-D), demonstraram a presenca de bandas nas regides de 1654 e
1638 cm™ atribuidas ao estiramento da ligagdo C=O (carbonila) das amidas,
predominantemente de ligacdes peptidicas, bem como a banda em 1550 - 1542 cm™, atribuida
a vibracao de deformacdo N-H acoplada ao estiramento C-N, caracterizando a amida Il. Nos
estudos conduzidos por Fursatz et. al. (2018) e Riaz et al. (2018), os autores também
identificaram a presenca das mesmas bandas correspondentes a amida | e 1l nos materiais
contendo os peptideos e-PPL e colageno tipo I, respectivamente.

Constatou-se também a mudanca na intensidade das bandas em 1000 cm™ e 982 cm™,
referentes a vibracGes de estiramento de C-O-C e vibracGes de deformacdo de C-H. Um
deslocamento da banda em 1053 cm™, referente a vibrag¢des de estiramento de C-O-C também
foi observado. Observou-se nas regides em 1730 - 1725 cm™! e 1250 -1240 cm™, bandas
vibracionais relacionadas a formacdo de ligacGes éster (R1-COO-R2), referente a CMC,
polimero utilizado para a exposi¢do dos grupos carboxilas, beneficiando a incorporacdo das
moléculas bioativas. Resultados semelhantes foram relatados por Mansur et al. (2023). A
Tabela 6 traz os principais grupos funcionais observados em todos 0s espectros de

absorbancia adquiridos das amostras de CB funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.
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Figura 9. Espectros de FTIR/ATR no modo absorbéncia adquiridos para as diferentes amostras de CB, incluindo
CB nativa, CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS, CB/BSA/EDC:NHS, CB/Col |, CB/mBMP-7 com histidina,
CB/mBMP-7, CB/LRP, CB/Col I/LRP, CB/mBMP-7 com histidina/LRP e CB/mBMP-7/LRP. Os espectros
foram adquiridos no intervalo de comprimento de onda de 4000 a 600 cm™, com resolugao de 4 cm™, utilizando

32 varreduras no modo de reflexdo total atenuada (ATR).

Tabela 6. Representacdo das principais bandas atribuidas a molécula de CB e a presenca das amidas | e Il nas

amostras de CB funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.

Comprimento de onda (cm™) Grupo Funcional
1730 - 1725 cm -COO
1654 - 1638 cm! Estiramento C=0 (Amida I)
1550 - 1542 cm* Dobramento N-H e estiramento C-N e C-O-C
(Amida I1)
1250 — 1240 cm* -COO
1053 - 1000 cm* Estiramento C-O-C
982 cm Deformacéo C-H
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4.4.  Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman baseia-se na dispersdo inelastica da luz e é altamente sensivel
a grupos funcionais menos polares. No caso de biomateriais contendo peptideos, essa técnica
permite a deteccdo precisa de modos vibracionais relacionados as ligagfes C-H, C=C e N-H,
sendo capaz de identificar interacdes entre a biocelulose e as biomoléculas incorporadas.
Além disso, 0 Raman é menos suscetivel a interferéncia da agua, tornando-se uma ferramenta
valiosa para analise de amostras biologicas hidratadas. A combinacdo das técnicas FTIR e
Raman fornecem uma caracterizagdo espectroscopica abrangente, permitindo a elucidagédo
estrutural detalhada de sistemas baseados em biocelulose, uma vez que vibragGes fracas em
uma técnica podem ser fortes na outra.

Os resultados apresentados na Figura 10 evidenciam a presenca das principais bandas
vibracionais caracteristicas da biocelulose, bem como sinais atribuidos a incorporacdo dos
peptideos.

Na regido entre 3000 e 2800 cm™!, observam-se bandas de estiramento C-H, atribuidas
as cadeias poliméricas de celulose e as cadeias laterais dos aminoacidos referentes aos
peptideos incorporados. A banda localizada entre 1750 e 1550 cm™ ¢é compativel com a
vibracdo C=0 da Amida I, indicando a presenca de ligacdes peptidicas. Adicionalmente, a
regido de 1480 a 1200 cm™ apresenta bandas caracteristicas associadas a vibragdo de
deformacdo N-H e ao estiramento C-N da Amida I, refor¢ando a presenca dos peptideos na
matriz biocelulosica.

Por fim, na regido de 1230 a 940 cm™, observa-se a presenca de bandas associadas as
vibracdes do anel glicosidico da celulose, notadamente a vibracdo do modo C-O-C do
esqueleto da glicose. Essa assinatura espectral confirma a estrutura celuldsica do material e a
integridade das ligagdes B(1—4) glicosidicas, caracteristicas da biocelulose. Os resultados
obtidos demonstram, portanto, que a funcionalizacdo das membranas com peptideos nao
altera significativamente a estrutura da biocelulose, mas introduz bandas vibracionais
caracteristicas das biomoléculas incorporadas, evidenciando sua interacdo com a matriz
polimérica (BERGER et al., 2024; OLIVER-CERVELLO, 2022).
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Figura 10. Espectros de Raman para as diferentes amostras de CB, incluindo CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS, CB/BSA/EDC:NHS, CB/Col I, CB/mBMP-7 com histidina, CB/mBMP-7, CB/LRP,
CB/Col I/LRP, CB/mBMP-7 com histidina/LRP e CB/mBMP-7/LRP. Os espectros foram adquiridos num

intervalo de 4000 a 50 cm™, com uma poténcia de laser de 300 mW e 512 scans.

Tabela 7. Representacdo das principais bandas vibracionais atribuidas aos grupos funcionais presentes nas

amostras de CB, antes e ap0s a bifuncionalizaagdo com peptideos, conforme identificado nos espectros de

Raman.

Comprimento de onda (cm™)

Grupo Funcional

3000- 2800 cm™

1750 - 1550 cm™*

1480 - 1200 cm™*

1230 - 940 cm™?

C-H

Estiramento C=0 (Amida I)

Dobramento N-H, estiramento C-N (Amida Il) e C-H

C-0-C
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45. TGA/IDTG

Tratando-se do comportamento de perda de massa em funcdo do aumento da
temperatura, a Figura 11 traz os resultados obtidos para as amostras de CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS e CMC/EDC:NHS, enquanto a Figura 12 evidencia os termogramas das
amostras funcionalizadas com os diferentes peptideos, incluindo CB/Col I, CB/mBMP-7 com
histidina, CB/mBMP-7 e CB/LRP e para as amostras bifuncionalizadas, incluindo CB Col
I/LPR, e CB/mBMP-7 com e sem histidina/LRP.

O termograma da CB nativa revelou trés eventos distintos de perda de massa (Figura
11). O primeiro ocorreu entre 30 e 100 °C, com uma reducdo de aproximadamente 10%,
atribuida a eliminacdo da agua adsorvida. O segundo, entre 250 e 400 °C, correspondeu a
despolimerizacdo e degradacdo das cadeias poliméricas. Ja o terceiro evento, registrado entre
400 e 600 °C, pode ser associado a degradacdo final do material e a formacdo de residuos
carbonéceos. A massa residual foi de aproximadamente 19%, corroborando com os achados
de Claro et al. (2022).

Tratando-se das amostras de CB/CMC e CB/CMC/EDC:NHS, os trés principais

eventos também foram constatados, com picos maximos de degradacdo entre 348 °C e 306 °C,

e massas residuais de 25% e 22%, respectivamente. Para a amostra CB/EDC:NHS, dois picos
relacionados a degradacdo do material foram observados, um em 305 °C e outro em 354 °C,
com uma massa residual de 20%. A presenca destes dois picos pode estar relacionada a
alteracBes estruturais induzidas pelo tratamento com EDC/NHS. Possiveis explicacdes
incluem: (i) interacBes ndo covalentes desses reagentes com os grupos hidroxilas da CB,
modificando sua estabilidade térmica; e (ii) mudancas na organizacdo cristalina da CB,
gerando regides com diferentes temperaturas de degradacao.
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Figura 11. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amostras: CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS, e CB/BSA/EDC:NHS na faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa de fluxo de 100 mL/min e
velocidade de aquecimento de 10°C/min.

J& as amostras de CB/Col I, CB/mBMP-7 com e sem histidina e CB/LRP (Figura 12),
0s trés principais eventos também foram constatados, com picos maximos de degradacdo em
350 °C, 356 °C, 292 °C e 289 °C, respectivamente. Os resultados indicam que a
funcionalizacdo com os diferentes tipos de peptideos afetou a estabilidade térmica da CB. A
amostra CB/mBMP-7 com histidina apresentou 0 maior pico de degradacdo em 356 °C,
sugerindo uma maior estabilidade térmica em comparacdo as demais. Esse efeito pode estar
relacionado a interacdo do peptideo com a matriz polimérica da CB, promovendo uma
alteracdo na organizacdo fibrilar. Por outro lado, a amostra CB/mBMP-7 sem histidina exibiu
um pico maximo em 292 °C.

Em relacdo as massas residuais constatadas na temperatura de 600 °C, a amostra CB/m
BMP-7 sem histidina (27%) e a CB/LRP (26%) apresentaram 0s maiores valores, sugerindo
que esses materiais geraram maior quantidade de residuos carbonaceos apés a degradacao
térmica, possivelmente devido a rearranjos estruturais durante a decomposi¢do. J4 a CB/Col |

apresentou a menor massa residual (18%), indicando maior degradacao.
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Figura 12. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amostras: CB/Col I, CB/mBMP-7 com
histidina, CB/mBMP-7, e CB/LRP na faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa de fluxo de 100 mL/ min* e velocidade
de aquecimento de 10°C/min.

Tratando-se das amostras bifuncionalizadas (Figura 13), incluindo CB/Col I/LRP, e
CB/mBMP-7 com e sem histidina/LRP, verificou-se que os picos maximos de degradacéao
ocorreram na faixa de 334 °C, 328 °C, e 347 °C, com uma perda de massa de variando de 73-
82%. Em relacdo as massas residuais em 600 °C, observou-se um aumento, com valores de
massa residual de 21%, 21% e 19%. Os resultados indicam que a incorporacdo de dois
peptideos ndo compromete significativamente a estabilidade térmica da CB. A
bifuncionalizacdo com o peptideo mMBMP-7 e o LRP, por exemplo, resultou em um pico

méaximo de degradacédo a 347 °C, apenas ligeiramente inferior ao da CB nativa (353 °C).
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Figura 13. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amostras: CB/Col I/LRP, CB/mBMP-7 com
histidina/LRP e CB/mBMP-7/LRP na faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa de fluxo de 100 mL/ min e velocidade
de aquecimento de 10°C/min.

A Tabela 8 evidencia os principais eventos registrados para cada amostra, incluindo
temperatura maxima de degradacdo (Tmax), perda de massa referente ao pico maximo de
degradacdo e massa residual em 600 °C. E no anexo | consta as deconvolugdes dos

termogramas obtidos de cada amostra.

Tabela 8. Principais eventos de perda de massa em func¢éo do aumento da temperatura (29 °C a 600 °C) para as

diferentes amostras de CB, funcionalizadas e ndo funcionalizads com as sequéncias peptidicas.

Amostras Tmax (°C) Perda de massa Massa residual em
(%) 600°C (%)
CB Nativa 353°C 81% 19%
CB/CMC 348 °C 75% 25%
CB/CMC/EDC:NHS 306 °C 78% 22%
CB/EDC:NHS 305 °C 80% 20%
CB/peptideo Col | 350 °C 82% 18%
CB/peptideo mBMP-7 356 °C 1% 23%
com histidina
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CB/peptideo LRP 289 °C 74% 26%

CB/peptideo mBMP-7 292 °C 73% 27%
CB/peptideo Col I/LRP 334°C 79% 21%
CB/peptideo mBMP-7 328°C 79% 21%
com histidina/LRP
CB/peptideo mBMP- 347 °C 81% 19%
7/LRP

Conforme demonstrado no estudo de Rute (2015), a analise de TG das amostras de CB
funcionalizadas com o peptideo RGD revelou distintos eventos térmicos de degradacdo. O
primeiro evento em aproximadamente 100°C, correspondeu a perda de massa associada a
eliminacdo de agua adsorvida fisicamente e retida por interagdes de hidrogénio. Na faixa de
260°C a 320°C, registrou-se um segundo evento, relacionado ao inicio da decomposicéo
térmica dos materiais, indicando possiveis modificacbes estruturais na CB apds a
funcionalizacdo. O terceiro evento, caracterizado por uma perda de massa significativa (60%—
66%), ocorreu entre 358°C e 363°C para todas as amostras analisadas e foi atribuido a
degradacdo da CB, envolvendo a clivagem das ligacGes glicosidicas, despolimerizacdo,
desidratacdo e decomposicdo térmica das unidades de glicose.

Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo estdo em concordancia com 0s
achados de Rute (2015), que também observaram multiplos eventos de degradacdo térmica
em amostras de CB funcionalizadas, e que a similaridade nos perfis térmicos reforca que a
incorporacdo de biomoléculas pode influenciar a estabilidade térmica da CB, sem

comprometer sua integridade estrutural.

4.6.  Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a avaliacdo dos aspectos morfolégicos das diferentes amostras de CB, a analise
de MEV foi conduzida e as diferentes micrografias podem ser evidenciadas na Figura 14. A
micrografia obtida por MEV da CB nativa (Fig. 14A) revela a presenca de uma rede de
fibrilas dispostas de forma aleatdria, com aspecto mais rugoso. Entretanto, o recobrimento da
CB utilizando solugdo de CMC (Fig. 14B), conduziu a formagdo de um filme homogéneo
sobreposto as fibrilas, reduzindo a visualizac¢do das fibras. Esses dados demonstram a eficacia
do recobrimento da superficie da CB com CMC, evidenciando a modificacdo bem-sucedida

do material. A interacdo entre a biocelulose e a CMC pode ser atribuida predominantemente a
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processos de adsor¢do, nos quais forcas intermoleculares, como interacdes hidrofobicas e
ligagdes de hidrogénio, desempenham um papel fundamental na ancoragem da CMC a matriz
polimérica da CB. Esse mecanismo de adsorcao é favorecido pela afinidade quimica entre os
grupos hidroxila presentes na biocelulose e os grupos carboxila da CMC, permitindo uma
interacdo estavel sem comprometer as propriedades estruturais da CB (ARUMUGHAN et al.,
2023). A presenca da CMC conferiu a superficie das fibras um aspecto mais liso e uniforme.
O mesmo aspecto foi observado para as amostras recobertas em seguida com 0s agentes de
acoplamento EDC:NHS (Fig 14C-D).

Apb6s a incorporagdo das moléculas bioativas, foram observadas alteracdes
significativas na morfologia da superficie do material (Fig. 14G-J). As micrografias dessas
amostras evidenciam a presenca da rede de fibrilas, porém de maneira heterogénea, com
regides onde as fibrilas ainda sdo visiveis e outras completamente recobertas por CMC. Essa
distribuicdo ndo uniforme pode ser atribuida as etapas de lavagem ao longo do processo de
funcionalizacdo, que podem ter removido o excesso de CMC de forma diferencial. Além
disso, observa-se que a morfologia das fibrilas foi alterada, com modificacdes tanto na
espessura quanto na disposicao das fibras, quando comparadas a CB nativa.

O estudo de Sommer et al. (2021) demonstrou que as amostras de CB funcionalizadas
com colageno de peixe, preparadas por imersdo das membranas Umidas de biocelulose na
solucdo de colageno sob agitacdo por 120 minutos, apresentaram uma superficie mais lisa,
com reducdo no diametro dos poros. Além disso, verificou-se uma alteracdo significativa no
diametro das fibras individuais. Essas modifica¢Ges estruturais indicam que a incorpora¢édo do
coladgeno promoveu uma reorganizacao da rede fibrilar, resultando em uma superficie mais
homogénea e compacta. J& o estudo de Saska et al. (2012), revelou que a superficie da CB
modificada com CMC garantiu a formacdo de uma estrutura de fibras bem interconectada,
com uma camada polimérica recobrindo a rede de fibrilas.

Por outro lado, Fursatz et al. (2018), em seu estudo, constatou que a incorporacao de
CMC (grau de substituicdo 0,7) sobre a CB por um periodo de incubacdo de 1,5h, ndo alterou
a disposicao 3D das fibras, indicando apenas a presenca de uma camada fina ao redor das
fibras.

Deste modo, constatou-se que as diferentes estratégias de modificacdo da superficie da
CB, incluindo o recobrimento com CMC, a ativagdo com 0s agentes de acoplamento

EDC:NHS e a incorporacdo de sequéncias peptidicas, influenciaram tanto a organizacdo das
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fibrilas quanto a heterogeneidade superficial, evidenciada, em algumas amostras, pela
formagao de um filme recobrindo a superficie.

Figura 14. Microscopia eletrénica de varredura. Amostra A (CB nativa); Amostra B (CB/CMC/NaCl/BSA);
Amostra C (CB/CMC/BSA/EDC:NHS); Amostra 3D(CB/BSA/EDC:NHS); Amostra E (CB/Col 1); Amostra F
(CB/mBMP-7 com Histidina); Amostra G (CB/LRP); Amostra H (CB/mBMP-7); Amostra | (CB/Col I/LRP);
Amostra J (CB/mBMP-7 com Histidina/LRP) e Amostra K (CB/mBMP-7/LRP). Barra de escala: 10pum.

4.6.1 Espectroscopia de Dispersdo de Energia de Raios X (EDS) e Mapeamento Quimico

A anédlise de mapeamento quimico demonstrada nas Figuras 15-17, combinada aos
dados obtidos por EDS (Figura 18), forneceu informacdes valiosas sobre a distribuicdo
espacial e a composicdo elementar das amostras analisadas, o equipamento utilizado possui
uma limitagdo na qual apenas identifica o elemento quimico presente e ndo a regido exata em
que esta. A caracterizacdo por EDS revelou a presenca predominante dos elementos carbono
(C) e oxigénio (O) nas amostras de biocelulose nativa, que sdo parte de sua estrutura
molecular (MOHITE & PATIL,2014).

Apos a funcionalizacdo com os agentes de acoplamento EDC:NHS e subsequente
incorporacdo das sequéncias peptidicas, foi detectada a presenca adicional de nitrogénio (N)
na matriz da CB. Esse elemento € indicativo da presenca dos agentes de acoplamento, cujas

estruturas quimicas — Ce¢Hii1NOs (EDC) e C.HsNOs (NHS) — contém nitrogénio em sua
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composicdo, e, possivelmente, também dos préprios peptideos imobilizados, que apresentam
grupos amina (-NHz) em sua cadeia estrutural.

A deteccao do elemento N apos a funcionalizacdo também € indicativo da formacao de
ligacGes do tipo amida (-CONH-) entre grupos carboxila livres da CB e grupos amina das
sequéncias peptidicas, cuja presenca € um indicativo da imobilizacdo bem-sucedida dos
peptideos na superficie da biocelulose. Esses resultados demonstram, portanto, uma
modificacdo quimica efetiva da superficie da CB, confirmando a funcionalizacdo por meio

dos sinais elementares detectados via EDS.
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CB/CMC/EDC:NHS

CB/EDC:NHS

Figura 15. Mapeamento quimico das amostras CB nativa, CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS e CB/EDC:NHS,
evidenciando a distribui¢do dos elementos quimicos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), além da

sobreposicéo (merge) de todos os elementos identificados.
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Figura 16. Mapeamento quimico das amostras CB/Col I, CB/mBMP-7 com e sem histidina e CB/LRP,
evidenciando a distribui¢do dos elementos quimicos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), além da

sobreposicéo (merge) de todos os elementos identificados.

CB/Col I/LRP
histidina/LRP /Col

CB/mBMP-7 com

CB/mBMP-7/LRP

Figura 17. Mapeamento quimico das amostras CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7 com e sem histidina/LRP,
evidenciando a distribuicdo dos elementos quimicos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), além da

sobreposicao (merge) de todos os elementos identificados.
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Figura 18. Analise de espectroscopia de dispersdo de energia (EDS) das amostras CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS, CB/EDC:NHS, CB/Col I, CB/mBMP-7 com e sem histidina, CB/LRP e as
bifuncionalizadas CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7 com e sem histidina/LRP, identificando a composicéo elementar

e confirmando a presenca dos elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N).

Somado a esses achados, a semi-quantificacdo dos picos de carbono e oxigénio,
computados na Tabela 9 indicaram uma leve alteracdo na relacdo desses elementos, o que
pode ser atribuido a interacdo da CB com as biomoléculas.

Ainda com base na Tabela 9, pode-se observar que as peliculas de CB
bifuncionalizadas com dois peptideos tendem a apresentar um maior contedo de N quando
comparado com as amostras funcionalizadas com apenas um peptideo.

No estudo de Mohite et al. (2014), a analise de EDS da CB nativa indicou a presenca
de carbono e oxigénio nas porcentagens de 54,06% e 45,94%. Fursatz et al. (2018), também
relataram através da analise utilizando XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy), que as
peliculas de CB funcionalizadas com e-PLL apresentaram um aumento significativo no
conteddo de nitrogénio, que foi ainda maior quando previamente modificadas com CMC,

indicando que a exposicdo dos grupamentos carboxilas permitem uma maior eficiéncia na
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imobilizacdo dos peptideos sobre a superficie do biopolimero via ligacbes covalentes do tipo

amida.

Tabela 9. Representagdo dos elementos quimicos presentes nas diferentes amostras de CB funcionalizadas e nao

funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.

Elementos Quimicos (%0)

Amostras Carbono  Nitrogénio  Oxigénio Outros
© (N) (O) elementos
CB Nativa 87,78+0,04 - 8,65 +0,02 +3,57
CB/CMC 76,91+0,04 - 20,7+0,03 12,39
CB/CMC/EDC:NHS 60,71+0,04 18,38+0,05 18,02+0,03 +2,89
CB/EDC:NHS 57,82+0,04 14,83+0,05 23,53+0,05 13,82
CB/Col | 75,1+0,03 12,07+0,04  9,82+0,02 13,01
CB/mBMP-7 com 68,51+0,04 17,41+0,05 11,19+0,03 +2,89
histidina
CB/LRP 68,57+0,03 16,45+0,04 12,47+0,02 +2,51
CB/mBMP-7 63,85+0,03 14,93+0,04 14,52+0,03 1,7
CB/Col I/LRP 73,74£0,04 11,87+0,04 12,72+0,03 11,67
CB/mBMP-7 com 72,61+£0,04 12,77+0,03 12,18+0,02 12,44
histidina/LRP
CB/mBMP-7/LRP 67,57£0,03 17,81+0,05 13,16+0,02 11,47

4.7.  Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A microscopia de forca atdmica (AFM) é uma técnica de caracterizacdo baseada na
interacdo entre a sonda e a superficie da amostra. Durante a varredura, a sonda percorre a
amostra linha por linha, e um laser detecta os desvios da haste (cantilever) causados pelas
forcas de interacdo com a superficie. Esses desvios sdo convertidos em imagens
tridimensionais de alta resolucéo, permitindo obter informacdes topogréaficas, rugosidade, e

até propriedades mecanicas ou adesivas dos materiais analisados. Diferentemente de técnicas
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Opticas, 0 AFM ndo depende de luz para formar a imagem, o que possibilita a analise de
superficies nanometricas em diferentes ambientes com minima preparagdo da amostra
(ITURRI et al., 2017).

As imagens obtidas por MFA revelaram uma superficie com morfologia homogénea
entre as amostras analisadas, representado na Figura 19. A andlise de nanorugosidade
superficial média (Ra), conforme computado na Tabela 10, foi de 29,13 + 0,38 nm para a CB
nativa, 23,15 + 0,76 nm para CB/CMC/EDC/NHS, 57,19 + 2,88 nm para a plataforma
bifuncionalizada CB/Col I/LRPe 32,23 £+ 3,20 nm para CB/mBMP-7/LRP. A reducédo da
nanorugosidade observada na amostra contendo CMC pode ser atribuida a formacéo de um
filme uniforme sobre as fibras de CB, o que reduz a nanorugosidade aparente da superficie.
Em contraste, as amostras bifuncionalizadas apresentaram aumento da nanorugosidade,
especialmente na plataforma contendo o peptideo mimético ao colageno tipo I, o que indica
que o processo de funcionalizagdo altera a topografia ao adicionar biomoléculas a superficie
do material.

Mas et al. (2014) investigaram a modificacdo superficial de membranas de PLDLA
(poli(L-co-D,L é&cido lactico)), um copolimero biodegradavel e biocompativel amplamente
utilizado em engenharia de tecidos 0sseos. As membranas de PLDLA ndo modificadas
apresentavam uma superficie lisa, homogénea, ndo porosa, com baixa rugosidade e carater
hidrofébico. A modificacdo superficial foi realizada por meio de enxertia (grafting) induzida
por descarga a plasma, utilizando acido acrilico como mondmero, processo que promoveu a
introducdo de grupos carboxilicos reativos na superficie do polimero. Essa funcionalizacdo
resultou na transformacao da superficie inicialmente lisa em uma estrutura porosa com poros
distribuidos de forma homogénea. Posteriormente, foi realizada a imobilizacdo covalente de
colageno tipo |, principal componente da matriz extracelular do tecido 6sseo, levando a
formacdo de uma rede fibrilar continua sobre a superficie do material. Como consequéncia,
observou-se um aumento significativo da rugosidade média, que passou de 6,3 nm no PLDLA
ndo modificado para 30,7 nm no PLDLA funcionalizado com colageno. O estudo utilizou o
colageno tipo | integro, uma proteina de elevada massa molecular, ndo sendo aplicavel a
definicdo de tamanho de sequéncia ou similaridade com peptideos curtos, o que contribuiu
para a melhora da interagcdo com células osteoblasticas. Esses resultados indicam que o
processo de imobilizacdo ndo apenas promove a ligacdo do colageno ao polimero, mas

também modifica a topografia, tornando a superficie mais rugosa.
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Figura 19. Imagem representativa da topografia das amostras CB, CB/CMC/EDC/NHS, CB/Col I/LRP e
CB/mBMP-7/LRP obtidas por microscopia de For¢ga Atdmica utilizando uma sonda Bruker® SCANASYST-
AIR com constante de mola nominal de 0,4 N/m e raio da ponta de 2,0 nm para a varredura.

Tabela 10. Valores de nanorugosidade média (Ra) das amostras obtidas por microscopia de forga atdmica.

AMOSTRAS Ra (nm) £ SD
CB 29,13+ 0,38
CB/CMC/EDC/NHS 23,15+ 0,76
CB/Col I/LRP 57,19 + 2,88
CB/mBMP-7/LRP 32,23 3,20

4.8.  Angulo de contato

A molhabilidade da superficie é uma caracteristica fisico-quimica critica que regula as
interacbes célula-material, incluindo a adesdo celular inicial e a proliferacdo subsequente
(CAI et al., 2020). A molhabilidade foi avaliada por medi¢des do angulo de contato em
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regime estético, utilizando &gua deionizada como liquido de prova. A Figura 20 evidencia 0s
valores de angulo de contato obtidos para cada amostra analisada.

A CB pura apresentou um angulo de contato inicial com agua de 45° + 7,25°. Essa
resposta € consistente com a natureza hidrofilica da nanocelulose, atribuida a elevada
densidade de grupos hidroxila presentes em sua superficie (HUBBLE et al., 2015).
Superficies com angulo de contato inferior a 90° sdo classificadas como hidrofilicas (ROL et
al., 2019), condicdo que, segundo Cai et al. (2020), favorece a adeséo celular. Entretanto,
valores extremamente baixos de angulo de contato, caracteristicos de superficies super-
hidrofilicas (< 5°), podem ser desfavoraveis a adesao celular.

A incorporacdo de CMC promoveu um leve aumento no angulo de contato (50° + 3,8),
indicando uma modificacao superficial sem comprometimento significativo da hidrofilicidade
(DMITRENKO et al., 2025). A imobilizacdo dos peptideos por ligacdo covalente, resultou
em um aumento mais pronunciado do angulo de contato, atingindo 69° £ 6,2 e 70° £ 6,8 para
as amostras contendo, o peptideo Col | e a mMBMP-7, respectivamente.

O peptideo Col 1, representado pela sequéncia GARGQAGVMGFO, apresenta
numero limitado de grupos polares capazes de interagir com a agua, resultando em menor
contribuicdo para o aumento da hidrofilicidade superficial. Por outro lado, a sequéncia
mBMP-7 (VEHDKEFFHPRYHH), possui maior quantidade de grupos polares e ionizaveis
em pH 3,9, incluindo residuos de tirosina, acido aspartico e acido glutdmico protonados, além
da extremidade C-terminal, o que potencialmente aumenta a capacidade de formacdo de
ligacGes de hidrogénio com a agua.

J4& o peptideo LRP (KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE) apresenta
elevada densidade de grupos polares, decorrente da presenca de residuos de serina, lisina e
acido glutdmico, além do grupo C-terminal. Apesar dessa maior disponibilidade de grupos
polares, as plataformas CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7/LRP exibiram angulos de contato mais
elevados de 69 + 6,2 e 70 = 6,8 respectivamente. Esse comportamento indica que a
molhabilidade da superficie ndo depende exclusivamente da quantidade absoluta de grupos
hidrofilicos, mas também da distribuicdo de cargas, da conformacdo molecular e da
orientacdo dos peptideos imobilizados, fatores que podem reduzir a exposicéo efetiva desses

grupos na interface solido—liquido.
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Figura 20. Valores de angulo de contato para as amostras de CB nativa e CB funcionalizada com as sequéncias
peptidicas.

Wen et al. (2015) também relataram um aumento significativo no &ngulo de contato da
CB nativa, que passou de 25,1° £ 2,6° para 93,5° + 6,2° apds a funcionalizacdo com um
peptideo derivado do colageno, para possibilitar a imobilizacdo estavel do peptideo, a CB foi
previamente oxidada para obtencdo de CB dialdeido, introduzindo grupos aldeido reativos ao
longo das nanofibras. O peptideo de colageno foi entdo covalentemente imobilizado por meio
de reacGes de base de Schiff entre os grupos aldeido da CB oxidada e 0s grupos amina livres
do peptideo, resultando em uma ligacdo quimica estavel. Esse método de imobilizacédo
covalente garantiu a retencdo do peptideo na superficie das nanofibras, alterando
significativamente as propriedades de molhabilidade do material e contribuindo para a
modulacdo das interacdes célula—biomaterial, aspecto essencial para aplicacbes em
engenharia e regeneracdo de tecidos. Saska et al. (2018) relataram que essa mudanca na
molhabilidade pode ser atribuida a alteragdes na distribuicdo de carga da molécula de
colageno apds a imobilizacdo na superficie, 0 que pode aumentar transitoriamente a
hidrofobicidade aparente da superficie.

Com base na equacao de Wu, foi possivel calcular a componente polar e dispersivas
das amostras CB nativa e CB funcionalizadas com as sequéncias peptidicas, representado na
tabela 11.
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Tabela 11. Valores das componentes polares e dispersivas obtidas com as amostras CB nativa ¢ CB

funcionalizadas com os peptideos.

AMOSTRAS COMPONENTE COMPONENTE
POLAR DISPERSIVA

CB 2495+4.4 42,24 + 3,4

CB/CMC/EDC/NHS 2155+1]1 41,74+0,9

CB/Col I/LRP 13,70+ 1,0 40,47 +0,7

CB/mBMP-7/LRP 13,66 £2,7 41,74+0,9

Com base nas medidas do angulo de contato e nas componentes listadas na tabela 11,
foi possivel determinar a tensdo superficial da CB nativa e CB funcionalizada com o0s

peptideos, como evidenciado na figura 21 e computadas na Tabela 12.

80—

Tensio superficial (mN/m)

Figura 21. Tenséo superficial das amostras de CB, CB/CMC/EDC/NHS, CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7/LRP.

Tabela 12. Valores de angulo de contato em &gua e tensdo superficial das amostras CB nativa e CB
bifuncionalizada com as sequéncias peptidicas.

AMOSTRAS ANGULO DE CONTATO (°) TENSAO SUPERFICIAL
(mN/m)
CB 4572 67,71+0,9
CB/CMC/EDC/NHS 50+ 3,8 63,33+0,1
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CB/Col I/LRP 69+6,2 54,21+0,3

CB/mBMP-7/LRP 70+6,8 55,66 + 1,7

Os valores obtidos para tenséo superficial corroboram com os resultados obtidos para
os angulos de contato das diferentes superficies analisadas. Verificou-se que os valores de
tensdo superficial diminuiram apos a incorporacdo dos peptideos, passando de 67,71 mN/m
para a CB nativa para 54,21 mN/m e 55,66 mN/m nas amostras CB/Col I/LRP e CB/mBMP-
7/LRP, respectivamente. A anélise das componentes da energia superficial indica que essa
reducdo esta associada principalmente a diminuicdo da componente polar, enquanto a

componente dispersiva permaneceu praticamente constante (CARRIER; BONN, 2015).

4.9.  Ensaios bioldgicos

4.9.1. Anélise Hemolitica

A andlise hemolitica foi realizada dos peptideos isolados com o objetivo de avaliar a
biocompatibilidade das amostras em contato direto com eritrocitos humanos, obtidos do
hemonucleo, uma vez que materiais destinados a aplicagcGes biomédicas ndo devem causar lise
ou danos as células sanguineas. Os resultados da Figura 22 demonstraram que todas as
amostras tanto na maior concentracdo (512 pg/mL) e na menor (1 pg/mL) apresentaram
valores de hemolise inferiores a 5%, limite estipulado pelas normas ISO 10993-4 e ASTM
F756. Assim, pode-se inferir que os peptideos sintetizados ndo induzem ruptura significativa
de eritrécitos, demonstrando adequada compatibilidade com o sangue e reforcando o
potencial uso destas biomoléculas em aplica¢6es biomédicas.

Yu et al. (2023) avaliaram a hemocompatibilidade do peptideo antimicrobiano
conjugado com eritromicina em ensaios de hemolise e observaram que, apds incubacdo de
glébulos vermelhos de coelho com concentragdes de 5, 10, 25 e 50 pg/mL da conjugado, a
porcentagem de hemdlise permaneceu muito baixa e ndo estatisticamente diferente do
controle negativo (PBS), indicando que nem mesmo na concentragdo mais alta testada (50
pug/mL) houve hemolise significativa, 0 que demonstra uma boa hemocompatibilidade do
material. Esse resultado confirma que a conjugacdo do composto eritromicina com g-poly-L-
lisina manteve a excelente biocompatibilidade do material, caracteristica essencial para

aplicagcdes biomédicas.
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Figura 22. Ensaio de atividade hemolitica dos peptideos LRP, Col | e mBMP-7, realizados em diluicdo seriada

partindo de 512 pg/mL até 1 pg/mL.

4.9.2. Ensaio de Citotoxicidade

De acordo com a figura 23, nota-se que todas as amostras avaliadas no presente
estudo, incluindo CB, CB/CMC/EDC/NHS, CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7/LRP frente a
linhagem L929 e Sa0S-2, ndo foram citotoxicas, mantendo a viabilidade celular acima de
70%.
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Figura 23. Porcentagem de viabilidade celular da linhagem L929 e SaOS-2, avaliada por método indireto
utilizando o reagente colorimétrico resazurina, frente as amostras de CB nativa e CB bifuncionalizadas com
peptideos.

4.9.3. Ensaio de Proliferacdo Celular

Pelo método direto, os resultados de proliferacdo celular (Figura 24 e Figura 25)
evidenciaram que as amostras de CB nativa e CB bifuncionalizadas com os peptideos
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exibiram um comportamento semelhante ao do controle de sobrevivéncia, com diferengas
estatisticamente significativas, representado nas tabelas 13 e 14. Isso pode decorrer da
concentracdo dos peptideos que foi estabelecida. Esses resultados estdo em concordancia com
0 estudo de Fursatz et al. (2018), no qual foi avaliada a resposta proliferativa de fibroblastos
humanos dérmicos (HDFa) cultivados sobre amostras de CB nativa e CB funcionalizada com
0 peptideo antimicrobiano g-poly-L-lysine (e-PLL), um polipeptideo catidnico de baixo peso
molecular conhecido por sua ampla atividade antimicrobiana. No trabalho, a funcionalizacéo
da CB foi realizada por quimica de carbodiimida, em que e-PLL foi covalentemente ligado as
membranas de CB (incluindo CB funcionalizada com carboximetilcelulose) por meio da
formagao de ligacdes amida entre grupos carboxilicos da CB e grupos amina do ¢-PLL. Essa
modificacdo ndo alterou significativamente a estrutura nanofibrilar ou as propriedades
mecanicas da CB e foi testada em diferentes preparacGes, mas os autores ndo relataram
diferengas marcantes entre diferentes concentragdes de e-PLL depositadas com relacdo a
citocompatibilidade. Os ensaios com fibroblastos humanos mostraram que a funcionalizagéo
com &-PLL ndo promoveu diferencas estatisticamente significativas na taxa de proliferacdo
celular quando comparada a CB ndo modificada, indicando que a adicdo do peptideo
antimicrobiano preserva a biocompatibilidade do material sem comprometer a viabilidade e o
crescimento celular.

Considerando os resultados dos ensaios de hemocompatibilidade e citotoxicidade,
abre-se a possibilidade de otimizar as respostas celulares por meio do aumento das

concentracdes de peptideos imobilizados na superficie da CB.
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Figura 24. Proliferacdo celular da linhagem L929 expressa em unidades arbitrarias (u.a.) em fungdo das
diferentes amostras de CB nativa e CB bifuncionalizada com peptideos com andlise estatistica 2away anova,

sendo p>0,05.
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Tabela 13. Analise Estatistica 2way ANOVA - Turkey do ensaio de proliferacdo frente a linhagem L929, sendo

p>0,05.

AMOSTRAS

Valor de P (p>0,05)

24:CB vs. 48:Controle Sobrevivéncia
24:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:Controle
Sobrevivéncia

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

24:CBJ/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia

24:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia
24:CB/mBMP-7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia
24:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia

24:Controle Sobrevivéncia vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

48:CB vs. 48:Controle Sobrevivéncia
48:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia

48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:Controle
Sobrevivéncia

48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

48:CB/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia
48:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia
48:CB/mBMP-7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia
48:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia
72:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia

72:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

72:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia
72:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia

0,0007
<0,0001
0,001

<0,0001

0,0009
<0,0001
0,006
0,0001
0,0032

0,0044
<0,0001
0,0103

0,0002

0,0094
0,0002
0,039
0,0007
0,0028
0,0006

0,001
0,0043
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Figura 25. Proliferacdo celular da linhagem SaOS-2 expressa em unidades arbitrérias (u.a.) em funcdo das
diferentes amostras de CB nativa e CB bifuncionalizada com peptideos, com andlise estatistica 2way Anova,
sendo p>0,05.

Tabela 14. Analise Estatistica 2way ANOVA Turkey do ensaio de proliferacéo frente a linhagem Sa0OS-2, sendo
p>0,05.

AMOSTRAS Valor de P (p>0,05)

24:CB vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001

24:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0001

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 24:Controle 0,0122
Sobrevivéncia

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:CB/Col I/LRP 0,0222

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:Controle <0,0001
Sobrevivéncia

24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle <0,0001
Sobrevivéncia

24:CBJ/Col I/LRP vs. 24:Controle Sobrevivéncia 0,0041

24:CB/Col I/LRP vs. 48:CB/CMC/EDC/NHS 0,0236

24:CB/Col I/LRP vs. 48:CB/Col I/LRP 0,0074

24:CBJ/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001

24:CB/Col I/LRP vs. 72:CB 0,0335

24:CBJ/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia <0,0001

24:CB/mBMP-7/LRP vs. 24:Controle Sobrevivéncia 0,0475

24:CB/mBMP-7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001

24:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0001
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24:Controle Sobrevivéncia vs. 48:Controle <0,0001
Sobrevivéncia

48:CB vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
48:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0015
48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:Controle <0,0001
Sobrevivéncia
48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle 0,0104
Sobrevivéncia
48:CB/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
48:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0335
48:CB/mBMP-7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
48:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0022
48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:CB <0,0001
48:Controle Sobrevivéncia vs. <0,0001

72:CB/CMC/EDC/NHS

48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:CB/Col I/LRP <0,0001

48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:CB/mBMP-7/LRP <0,0001

48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:Controle 0,0003
Sobrevivéncia

72:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0074

72:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle 0,0026
Sobrevivéncia

72:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0004

72:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0047

4.9.4. Ensaio de Migragéo Celular

A migracdo celular € um evento limitante da taxa durante o processo de cicatrizacéo
de feridas para restabelecer a integridade e a funcdo normal das camadas de tecido apos a
lesdo. O principio do método é baseado na criagdo de uma lacuna de 500 um (pseudo-ferida)
em uma monocamada de células confluentes. As células na borda do campo artificial "ferido"
comecardo a migrar para a area livre de células, formando novos contatos célula-célula.

Os resultados apresentados nas micrografias da Figura 26, juntamente com os valores
quantitativos apresentados na Figura 27, indicaram percentuais elevados de fechamento da
pseudo-ferida apds 48 h para todas as condi¢Oes avaliadas. As células tratadas com os eluatos
da CB nativa apresentaram aproximadamente 95% de fechamento, enquanto aquelas expostas

aos eluatos das amostras CB/CMC/EDC/NHS, CB/Col I/LRP e CB/mBMP-7/LRP exibiram
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valores de 87%, 81% e 80%, respectivamente. Ja o controle de sobrevivéncia, apresentou 86%
de fechamento, com p>0,05.

E importante ressaltar que o ensaio de pseudo wound healing foi conduzido pelo
método indireto, utilizando meio condicionado preparado conforme a norma ISO 10993-12.
Nessa abordagem, apenas os eluatos provenientes dos materiais testados entram em contato
com as células, o que limita a avaliacdo de interacGes diretas célula—material. Dessa forma, 0s
peptideos imobilizados na superficie da CB ndo participam ativamente do processo de
migracao celular avaliado, permanecendo ancorados a rede nanofibrilar da CB.

Considerando que a funcionalizacdo da CB promove alteracdes relevantes na
topografia superficial, na nanorrugosidade e na tensdo superficial do material, é plausivel
supor gue essas modificacbes exercam maior influéncia sobre o comportamento celular em
ensaios de contato direto. Assim, as respostas de migracdo observadas neste modelo pode
estar associada as limitagdes intrinsecas do método indireto, que ndo permite avaliar o efeito
combinado da biofuncionalizacéo, da arquitetura nanofibrilar e das propriedades de superficie
do material.

Nesse contexto, estudos futuros, empregando modelos in vivo de migracdo
celular/cicatrizacdo, tornam-se relevantes para investigar de forma mais adequada a interagdo
entre tecidos e sistemas bifuncionalizados baseados em CB. Além disso, a avaliacdo de
concentracfes mais elevadas de peptideos imobilizados pode potencializar a resposta

bioldgica, promovendo efeitos mais pronunciados na migracdo, adesao e proliferacédo celular.
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Figura 26. Micrografias da porcentagem de fechamento da pseudo-ferida utilizando fibroblastos L929 nos
tempos 0, 6, 24 e 48h. Barra de escala 40 pum.
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Figura 27. Porcentagem de fechamento da pseudo-ferida frente a migracdo de fibroblastos nos tempos 0, 6, 24 e
48h.
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4.9.5. Ensaio de adesao celular

No curso do processo de adesdao celular, as células inicialmente “sedimentam” na
superficie com seus corpos esféricos. Entdo, as células “achatam” principalmente por
interagdes ndo especificas. Se a superficie for adequada, as células “se espalham
completamente” com maturagdo de adesdo focal e criam contatos estaveis por meio da
reorganizacdo do esqueleto de actina para atingir sua area maxima de espalhamento.

As micrografias observadas nas Figuras 28-31 indicam que as superficies de CB nativa
e CB bifuncionalizadas garantiram a adeséo e espraiamento celular, com excecdo da amostra
CB/CMC/EDC:NHS, em que foi observado poucas areas com células em estégio inicial de
adesdo. Observou-se uma maior populacdo de células sobre a superficie da amostra CB/Col
I/LRP, presumindo melhorias no contato célula-celula. Ademais, na plataforma CB/mBMP-
7/LRP, foi possivel visualizar a presenca de pseudopodes citoplasmaticos, sugerindo maior
interacdo com a superficie de CB. A formacdo de pseuddpodes sugere que os peptideos
proporcionam sinais fisicos e bioguimicos favoraveis, promovendo ades@es focais, extenséo
do citoplasma e uma resposta celular que favorece eventos bioldgicos tais como a
remodelacdo tecidual.

Resultados semelhantes foram relatados por Malandain et al., (2023) que
demonstraram que a incorporacgdo de nanofibras de CB em matrizes de colageno promove um
microambiente favoravel a adeséo e ao espalhamento celular, atribuido a combinacédo entre a
nanoarquitetura da CB e os sitios bioativos do colageno. No estudo, os autores prepararam
hidrogeéis 3D hibridos em que fibra de CB obtida a partir de peliculos biossintetizados por
Komagataeibacter xylinus foi misturada de forma homogénea com colageno tipo |
concentrado extraido de tenddes de rato-rabo, resultando em hidrogéis compostos por cerca de
74 % de colageno (0,70 % w/w) e 26 % de BCf (0,25 % w/w) apoés ajuste de pH e gelificacao
térmica a 37 °C, sem uso de agentes reticulantes ou modificadores adicionais. Esses materiais
foram preparados por meio da mistura das nanofibras de BC com o pré-gel de coldgeno em
pH fisiologico, seguida de incubacdo para gelificacdo, formando um scaffold 3D
estruturalmente reforgado. Como modelo de estudo celular, foram utilizadas células estromais
mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana (hBM-MSCs) e fibroblastos humanos, que
foram suspensos diretamente no pre-gel antes da gelificacdo, permitindo uma cultura 3D
viavel por pelo menos 7 dias. Apesar da presenca das nanofibras e da alteracdo nas

propriedades mecénicas, os autores ndo observaram efeitos adversos no comportamento ou na
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viabilidade celular, reforcando que a combinagdo entre a nanoarquitetura da CB e os sitios
bioativos do coldgeno cria um ambiente propicio para interagdes célula—matriz em cultivos
tridimensionais.

No trabalho de Shi et al. (2012), os autores demonstraram que a incorporacdo de Bone
Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) as matrizes de CB favoreceu significativamente a
interacdo célula—material e a osteogénese in vitro e in vivo. Nesse estudo, a CB foi utilizada
como um sistema de liberacdo localizado para 0 BMP-2, tendo o fator de crescimento
simplesmente sido adsorvido/coated (recoberto) nos scaffolds, sem o uso de processos
complexos de conjugacdo quimica descritos no artigo, e carregado nas concentracdes de 0 a
aproximadamente 3 pg de BMP-2 por scaffold, observando-se que a atividade osteogénica,
medida por ensaios de atividade de fosfatase alcalina (ALP), aumentou positivamente com a
concentracdo de BMP-2 dentro dessa faixa. As células utilizadas como modelo in vitro foram
fibroblastos murinos do tipo C2C12, que, na presenca de BMP-2 liberado pelo scaffold de
BC, diferenciaram-se em osteoblastos, refletido pelo aumento da expressdo de marcadores
osteogénicos e da atividade de ALP. Além disso, em estudos de implantagdo subcutanea em
modelo animal, os scaffolds de BC carregados com BMP-2 apresentaram formacdo 0ssea
significativamente maior e maior concentracdo de célcio do que os scaffolds de CB sem
BMP-2, evidenciando que a nanoarquitetura tridimensional da BC, em conjunto com a
bioatividade do BMP-2, criou um microambiente favoravel a ancora e a diferenciacao celular
osteogénica. Esses resultados sustentam que a funcionalizagdo de scaffolds de CB com
proteinas da familia BMP pode potencializar a resposta celular osteogénica, reforcando sua

aplicabilidade em estratégias de engenharia de tecidos e regeneracao 0ssea.

Figura 28. As micrografias das células L929 e SaOS-2 por MEV da amostra CB apds 72 horas de incubagao.
83



Figura 29. As micrografias das células L929 e SaOS-2 por MEV da amostra CB/CMC/EDC/NHS ap6s 72 horas
de incubacdo.

Sa0s-2

Figura 30. As micrografias das células L929 e SaOS-2 por MEV da amostra CB/Col I/LRP apds 72 horas de

incubacéo.
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Figura 31. As micrografias das células L929 e SaOS-2 por MEV da amostra CB/mBMP-7/LRP apds 72 horas

de incubacdo.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que as analises por
espectrometria de massas e HPLC confirmaram a correta sintese e purificacdo dos peptideos
empregados. As andlises térmicas evidenciaram uma reducdo na estabilidade térmica das
amostras bifuncionalizadas, atribuida ao aumento do conteudo organico incorporado a matriz
da CB. O FT-IR permitiu a identificacdo dos grupos funcionais caracteristicos da CB, e
confirmadas por Raman, corroborando a imobilizacdo dos peptideos na superficie do material.

As andlises de EDS, associadas ao mapeamento quimico possibilitaram a identificacéo
dos elementos quimicos constituintes. As analises por MEV e AFM mostram que a
incorporagdo de CMC promoveu a formagéo de um filme homogéneo, resultando em redugéo
da nanorugosidade. Em contraste, a bifuncionalizacdo com peptideos levou ao aumento da
nanorugosidade, indicando alteracGes topograficas associadas a imobilizagdo molecular na
superficie. As medidas de angulo de contato revelaram aumento nas amostras de CB
bifuncionalizadas; entretanto, todas permaneceram hidrofilicas, com valores inferiores a 90°.
Paralelamente, observou-se uma reducéo da tens@o/energia superficial, indicando diminuicéo
da contribuicdo da componente polar da superficie da CB ap06s a funcionalizacéo.

No que se refere as propriedades bioldgicas, os ensaios demonstraram que todas as
sequéncias peptidicas avaliadas, na faixa de 1 pg/mL a 512 pg/mL, apresentaram
hemocompatibilidade. As amostras de CB bifuncionalizadas exibiram adequada

citocompatibilidade e um comportamento proliferativo semelhante ao CS, assim como no
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ensaio de migracdo celular. No ensaio de adesdo celular as superficies bifuncionalizadas
proporcionaram um microambiente favoravel a adesdo, com melhora no contato célula—célula
e promocao do espraiamento celular. De modo geral, os resultados indicam que a
funcionalizacdo da CB com sequéncias peptidicas ndo compromete a interacdo celula—
material, preservando suas propriedades estruturais, fisico-quimicas e bioldgicas. No entanto,
embora as plataformas desenvolvidas se mostrem adequadas como suportes para cultivo
celular in vitro, ainda ndo foram evidenciadas vantagens biologicas mensuraveis em relacéo a
CB néo funcionalizada. Dessa forma, tornam-se necessarias investigacdes adicionais voltadas
a avaliacdo de respostas celulares mais especificas, como a expressdo de coldgeno, integrinas
e proteinas do citoesqueleto, bem como a quantificacdo da atividade antimicrobiana, a fim de
elucidar de forma mais aprofundada os efeitos funcionais decorrentes da imobilizacdo das

sequéncias peptidicas na superficie da CB.
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ANEXO I:

InformacbGes Complementares: deconvolucdo do pico de decomposicdo da analise térmica

1.6
100 |
I 1,4
90 |-
-1,2
—_ 80 CB Nativa
B I —— Fit Peak 1
= 70 -—mzn - 1.0
g | —— Cumulative Fit Peak G
3 60 -0,8 &
=
s i 8
8 50 i 0,6 9
1] [m]
40 |-
E [ L 0,4
30 - 0.2
20
! - 0,0
1 0 i 1 " 1 i 1 i 1 1
o 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)
0.8
100 L
I 0.7
90 - I
I 06
- 80 ___ ceicMC/EDE:NHS L
[ ——Fit Peak 1
é 70 Fit Peak 2 0.5
g | ——Fit Peak 3 L 6.
Ci lative Fit Peak
% 60 | umul ve al '0.4 23
= &
L S0 -03 9
8 ol L O
E 40 i 0.2
30k |
L 0,1
20 I
L - - 0,0
10 i 1 " 1 " 1 i 1 1
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura(°C)

100

90

80

70

60

50

40

Perda de Massa (%)

30

20

100

90

80

70

60

50

40

Perda de Massa(%)

30

20

Temperatura(°C)

i -1,2
- 1,0
——cBicme
[ ——Fit Peak 1 [l
- Fit Peak 2 fl 08
F ——Fit Peak 3 | O
- Cumulative Fit Peak | 2
| -06 5
I | <
L | E
L | o4 5
L -0,2
i 0,0
" 1 " L " L i L " L
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura(°C)
u - 0,7
.- - 0,6
| —— CBIEDC:NHS
- ——Fit Poak 1 05
| ——Fit Peak 2
| ——Fit Peak 3 .
[ Fit Peak 4 -04 O
I —— Cumulative Fit Peak ;x‘P:
i -0.3 5
! =
[a)
L - 0,2
i - 0,1
L - 0,0
L 1 " 1 " 1 4 1 " 1
0 100 200 300 400 500 600

Figura a. Deconvolugdo dos picos de decomposicdo da andlise térmica das amostras CB nativa, CB/CMC,

CB/CMC/EDC:NHS e CB/EDC:NHS.
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Figura b. Deconvolugdo dos picos de decomposicdo da anélise térmica das amostras CB nativa, CB/Colageno I,

CB/BMP-7 com e sem histidina e CB/e-PPL.
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Figura c. Deconvolugdo dos picos de decomposicdo da andlise térmica das amostras CB nativa, CB/Colageno I/
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Tabela a. Representacdo da temperatura e perda de massa respectivamente no pico de decomposicao.

AMOSTRAS PICO 1 PICO 2 PICO 3 PICO 4

CB Nativa 306,7°C  6,99% 356,7°C 66,75% - - - -
CB/CMC 338,1°C 13,61% 353,9°C 48,25% 320,2°C 3,62% - -
CB/CMC/EDC:NHS 306,9°C 44,19% 326,5°C 18,15% 247°C  8,24% - -
CB/EDC:NHS 223,2°C  4,24% 302,2°C 50,30% 357,5°C 15,10% 373,9°C 4,94%
CB/COLAGENO | 306,4°C 14,32% 350,3°C 61,23% - - - -
CB/BMP-7 353,1°C 63,64% 355,3°C 7,37T% - - - -
HISTIDINA

CB/e-PPL 212,4°C  8,90%  290°C 19,59% 289,2°C 34,94% 418,6°C 4,03%
CB/BMP-7 291,9°C  53,8% 318,2°C 7,87% 289,7°C 3,87% - -
CB/COLAGENO I/ 269,6°C 14,47% 366°C 54,86% 328°C  1,20% - -
&-PPL

CB/BMP-7 330,9°C 63,34% 290,8°C 7,23% - - - -
HISTIDNA/e-PPL

CB/BMP-7/e-PPL - 2,90% 349,7°C 70,18% - - - -

90



CAPITULO 2:

ESTAGIO DE PESQUISA NO EXTERIOR (BEPE)

Desenvolvimento de uma plataforma Janus baseada em celulose bacteriana/acetato de

celulose funcionalizada com peptideos miméticos de colageno tipo | para regeneracao tecidual

Orientador Exterior: Prof. Pedro Fardim (Ku Leuven-Bélgica)
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RESUMO: As membranas tradicionais de estrutura Unica frequentemente carecem da versatilidade
funcional necesséaria para atender as complexas demandas das aplicagdes clinicas. Inspiradas na
molhabilidade Unica da folha de 16tus, as membranas Janus, caracterizadas por uma arquitetura de dupla
face com propriedades opostas, estdo ganhando crescente interesse devido as suas funcionalidades de
superficie assimétricas. Embora amplamente exploradas em aplicagdes quimicas, como autolimpeza,
separacao seletiva e transporte de fluidos, seu potencial biomédico permanece em grande parte inexplorado.
Neste estudo, propde-se um novo arcabougo Janus composto por nanocelulose bacteriana (CB) e uma
camada de acetato de celulose (AC) obtida por eletrofiacdo, exibindo propriedades fisico-quimicas distintas
voltadas para a regeneracdo tecidual. A fase CB proporciona uma estrutura altamente porosa,
biocompativel e mecanicamente robusta, enquanto a camada de AC confere permeabilidade controlada e
integridade estrutural aprimorada. Além disso, a funcionalizacdo da superficie da CB com peptideos
mimeéticos de colageno tipo | favorece a adesdo celular, a regularidade e a deposicdo da matriz extracelular,
criando um microambiente biomimético propicio ao reparo tecidual. Essa arquitetura de dupla funcdo
permite a migracdo celular direcional, a difusdo controlada de nutrientes e o transporte molecular seletivo,
superando as especificacdes associadas a formagdo de andaimes. Com base nos resultados parciais obtidos
nesse projeto, a sintese e a purificacdo do peptideo mimético de colageno tipo | foram realizadas com
sucesso, conforme confirmado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de
massa com ionizacdo por electrospray (ESI-MS). Os perfis de HPLC mostraram picos bem definidos e
simétricos com um tempo de retencdo estavel (11,6 min), indicando a remocdo eficiente de subprodutos da
sintese e alta pureza do peptideo, enquanto a analise por ESI-MS confirmou a massa molar e os estados de
carga esperados (+1 e +2), validando a integridade quimica da sequéncia sintetizada. O processo de
eletrofiacdo ocorreu de forma satisfatoria, resultando na formacéo de fibras 3D, conforme observado por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A analise FT-IR permitiu a identificacdo de grupos funcionais
do CB por meio de bandas de absorcdo, bem como amidas | (C=0) e Il, associadas ao dobramento N-H e
ao estiramento C-N e C-O-C. O espectro ATR-FTIR da face superior (camada fibrosa do AC) exibe bandas
de absorcéo caracteristicas do AC; estas incluem o estiramento assimétrico C-O-C em aproximadamente
1050 cm™, o estiramento glicosidico C-O-C em 1159 cm™, a vibragédo de estiramento C=0 do éster acetato
em torno de 1750 cm™ e a vibragdo de estiramento C-O da ligagdo éster em aproximadamente 1230 cm™.
A andlise do angulo de contato revelou diferencas claras na molhabilidade da superficie entre as amostras.
A CB exibiu um angulo de contato de superficie hidrofilico (46° + 17,5°), confirmando sua superficie
intrinsecamente hidrofilica, que aumenta a adesdo celular. Apds a imobilizacdo do peptideo de colageno
tipo I, 0 aumento no angulo de contato (84° + 5,97° no tempo 0) demonstra uma alteracdo nas propriedades
da superficie. Por outro lado, as camadas de fibras de AC eletrofiadas em 3D exibiram uma superficie
hidrofdbica (126° + 4,26°) com 15% de AC, enquanto o aumento da concentracdo de AC para 20%
resultou em uma superficie hidrofilica, com um angulo de contato de 67° + 16,6°. Esses resultados indicam
gue o grau de substituicdo (DS), associado a concentracdo do polimero, governa a formacéo, o diametro e o
arranjo espacial das fibras, afetando, em Gltima analise, as propriedades da superficie. Essas diferengas sdo
atribuidas a variagdes na morfologia e porosidade das fibras, associadas a concentragdo do polimero
durante a eletrofiacdo, que influenciam significativamente a rugosidade da superficie e, consequentemente,
a molhabilidade. Ensaios biolégicos in vitro, incluindo testes de citotoxicidade e adesdo celular,
demonstraram que o Janus CB-Col I-AC ndo apresentou efeito citotdéxico contra a linhagem celular de
fibroblastos L929, exibiu resposta de proliferacdo celular sem diferenga significativa em comparacdo ao
controle e alta capacidade de adesdo celular. A amostra CB-Col | promoveu melhor adesao, contato célula-
célula e espalhamento celular. No entanto, os ensaios de adesdo microbiana indicaram a presenca de
Staphylococcus aureus e Candida albicans, o que pode ser atribuido ao fato de as superficies eletrofiadas
ndo possuirem as caracteristicas de superficies super-hidrofébicas. Portanto, como perspectiva para
trabalhos futuros, propde-se o uso de diferentes concentragdes e graus de acetilagdo do AC, proporcionandn
uma superficie super-hidrofébica, potencialmente capaz de reduzir a adesdo microbiana e expandil
aplicabilidade da plataforma Janus na regeneracdo tecidual guiada, cicatrizacdo de feridas e propriedades
antimicrobianas.

Palavras chaves: celulose bacteriana, peptideo mimético a colageno tipo I, filme janus, eletrofiacéo,
acetato de celulose.
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ABSTRACT: Traditional single-structure membranes often lack the fuctional versatility required to
address the complex demands of clinical applications. Inspired by the unique wettability of the lotus leaf,
Janus membranes, characterized by a double-sided architecture with opposing properties, are gaining
increasing appeal due to their asymmetrical surface functionalities. Although widely explored in chemical
applications such as self-cleaning, selective separation, and fluid transport, their biomedical potential
remains largely untapped. In this study, a novel Janus scaffold composed of bacterial nanocellulose (BNC)
and a cellulose acetate (CA) layer obtained by electrospinning was proposed, exhibiting distinct
physicochemical properties aimed at tissue regeneration. The BNC phase provides a highly porous,
biocompatible, and mechanically robust structure, while the CA layer confers controlled permeability and
enhanced structural integrity. Furthermore, the functionalization of the BNC surface with type | collagen
mimetic peptides favors cell adhesion, regularity, and extracellular matrix deposition, creating a biomimetic
microenvironment conducive to tissue repair. This dual-function architecture enables directional cell
migration, controlled nutrient diffusion, and selective molecular transport, overcoming specifications
associated with scaffolding specifically. Based on the partial results obtained, the synthesis and purification
of the type I collagen mimetic peptide were successfully achieved, as confirmed by high-performance
liquid chromatography (HPLC) and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). HPLC profiles
showed well-defined and symmetrical peaks with a stable retention time (11.6 min), indicating efficient
removal of synthesis byproducts and high peptide purity, while ESI-MS analysis confirmed the expected
molar mass and charge states (+1 and +2), validating the chemical integrity of the synthesized sequence.
The electrospinning process occurred satisfactorily, resulting in 3D fiber formation, as observed by
scanning electron microscopy (SEM). FT-IR analysis allowed the identification of BNC functional groups
through absorption bands, as well as amides | (C=0) and I, associated with N-H folding and C-N and C-O-
C stretching. The ATR-FTIR spectrum of the upper face (fibrous layer of CA) exhibits absorption bands
characteristic of CA,; these include the asymmetric C-O-C stretching at approximately 1050 cm™, the C-O-
C glycosidic stretching at 1159 cm™, the C=O stretching vibration of the acetate ester around 1750 cm™,
and the C-O stretching vibration of the ester linkage at approximately 1230 cm™. Contact angle analysis
revealed clear differences in surface wettability between the sample. The cell membrane (BNC) exhibited a
hydrophilic surface contact angle (46° + 17.5°), confirming its intrinsically hydrophilic surface, that
enhance cell adhesion. After immobilization of type | collagen peptide, the increase in the contact angle
(84° £ 5.97° at time 0) demonstrates a change in surface properties. On the other hand, the 3D electrospun
CA fiber layers exhibited a hydrophobic surface (126° + 4.26°) at 15% CA, whereas increasing the CA
concentration to 20% resulted in a hydrophilic surface, with a contact angle of 67° + 16.6°. These findings
indicate that the degree of substitution (DS), associated with polymer concentration, governs fiber
formation, diameter, and spatial arrangement, ultimately affecting the surface properties. These differences
are attributed to variations in fiber morphology and porosity, associated with polymer concentration during
electrospinning, which significantly influence surface roughness and, consequently, wettability. In vitro
biological assays, including cytotoxicity, and cell adhesion tests, demonstrated that Janus BNC-Col I- CA
showed no cytotoxic effect against the L929 fibroblast cell line, exhibited cell proliferation response with
no significant difference compared to the control and high cell adhesion capacity, the sample BNC-Col |
promoted better adhesion, cell-to-cell contact, and cell spreading. However, microbial adhesion assays
indicated presence of Staphylococcus aureus and Candida albicans, which may be attributed to the fact that
electrospun surfaces do not possess the characteristics of superhydrophobic surfaces. Therefore, as a
perspective for future work, the use of different concentrations aand degree of acetylation of CA is
proposed providing a superhydrophobic surface, potentially capable of reducing microbial adhesion and
expanding the applicability of the Janus platform in guided tissue regeneration, wound healing, and
antimicrobial properties.

Keywords: bacterial cellulose, collagen type I mimetic peptide, Janus film, electrospinning, cellulose

acetate.
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1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas é um processo fisiologico natural que envolve a reparagéo,
restauracdo e regeneracdo de tecidos ou células da pele danificados por lesdes ou traumas
externos. A crescente incidéncia de feridas cronicas ou de dificil cicatrizacdo tem
impulsionado o desenvolvimento de materiais avangados para curativos, projetados para
aplicagdes em engenharia de tecidos. A demanda por produtos terapéuticos com
caracteristicas multifuncionais na engenharia de tecidos tem sido amplamente destacada na
pesquisa de biomateriais (XU & KIRCHNER, 2021). Esses curativos atuam como analogos
estruturais da matriz extracelular (ECM), oferecendo um substrato de suporte que promove a
migracdo e proliferacdo celular ao longo do processo de cicatrizagdo. Diversos métodos de
fabricacdo, como moldagem, eletrofiacdo e liofilizacdo para criacdo de esponjas, podem ser

utilizados na producédo desses materiais.

1.1. Técnica de Eletrofiacdo na engenharia de tecidos utilizando biopolimero

A eletrofiacdo (electrospinning) tem se destacado como uma técnica fundamental na
engenharia de tecidos devido a sua capacidade de fabricar fibras ultrafinas com alta razéo
superficie-volume, utilizando equipamentos relativamente simples e de baixo custo
(FORMHALS, 1934; RENEKER et al., 1996). Além disso, a técnica é amplamente aplicavel
a uma variedade de polimeros, tanto naturais quanto sintéticos, e permite o controle preciso de
parametros como diametro das fibras, organizacdo (aleatéria ou alinhada), porosidade e
topografia, por meio de ajustes sistematicos das condi¢cGes de processamento e das
propriedades da solucdo polimérica (DEITZEL et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 2005).

O processo de eletrofiacdo consiste na producdo de nanofibras a partir de um polimero
fundido ou de uma solucgéo polimérica eletricamente carregada. Conforme destacado por Haas
et al. (2010), essa técnica € capaz de gerar fibras com didametros variando de 10 um a 10 nm.
O sistema de deposicao € composto por trés componentes principais: (i) uma fonte de corrente
continua (CC) de alta voltagem, que aplica um campo elétrico ao fluido polimérico; (ii) um
sistema de infusdo, geralmente uma bomba de seringa, que extrusa a solu¢do polimérica
através de uma agulha com ponta cortada perpendicularmente; e (iii) um coletor condutor,
comumente de cobre ou aluminio, que serve como substrato para a deposicéao das fibras. Uma
das principais vantagens da eletrofiacdo é a capacidade de gerar nanofibras diretamente a
partir de solugdes poliméricas, sendo aplicavel a uma ampla variedade de materiais, incluindo

polimeros sintéticos e naturais, como proteinas estruturais e polissacarideos. Além disso, a
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técnica permite copolimerizacdo e formacdo de blendas poliméricas pela incorporagdo de
outros componentes sollveis, como Oleos essenciais, agentes farmacéuticos, fatores de
crescimento celular e resinas. Essa versatilidade possibilita o desenvolvimento de arquiteturas
fibrilares com propriedades ajustaveis, como controle de diametro, morfologia, topografia de
superficie (PAPENBURG et al., 2011) e porosidade (RAMAKRISHNA et al., 2005).

O acetato de celulose (AC) é um derivado da celulose obtido por meio da acetilagdo
parcial ou total dos grupos hidroxila da cadeia de glicose. Essa modificacdo quimica confere
propriedades fisico-quimicas distintas da celulose nativa, incluindo maior solubilidade em
solventes orgéanicos, transparéncia, biodegradabilidade e resisténcia mecanica (HEINZE et
al.; FISCHER et al., 2008). Devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, o CA é
amplamente utilizado na area biomédica, particularmente no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (KHOSHNEVISAN et al., 2018), aplica¢cdes em engenharia
de tecidos (XIA et al., 2013) e curativos para cicatrizagdo aprimorada (BALAKRISHNAN et
al., 2005). Além disso, sua solubilidade em solventes organicos facilita o processamento por
eletrofiacdo, permitindo a fabricacdo de nanofibras com didmetros precisamente controlados e
diversas morfologias (RAMANATHAN et al., 2020).

1.2. Plataformas Janus: conceito e aplicacdo em biomateriais

A denominagdo Janus deriva do deus romano de duas faces, que observa
simultaneamente duas dire¢bes opostas. Inspirado nesse conceito, materiais Janus sao
sistemas compostos por duas superficies distintas e funcionalmente independentes dentro de
uma mesma estrutura. Em biomateriais, essa configuracdo permite integrar duas
funcionalidades que atuam de maneira complementar, criando um material hibrido capaz de
responder a diferentes demandas biologicas ou ambientais sem comprometer a eficacia de
cada componente.

No contexto de curativos e engenharia de tecidos, uma plataforma Janus geralmente
apresenta uma face hidrofilica e outra hidrofobica, cada uma desempenhando funcGes
especificas no processo de cicatrizagdo. A face hidrofilica favorece a interacdo direta com o
tecido, promovendo absorcao de exsudato, adesdo celular e troca gasosa. J& a face hidrofobica
funciona como barreira protetora, evitando contaminagdo externa e reduzindo o risco de
infeccdo (LUPASCU et al., 2022). Essa separacdo de fungdes dentro de um unico dispositivo
torna os materiais Janus altamente eficientes em situac¢Ges clinicas complexo, como feridas

exsudativas ou com risco de contaminagdo. Outra caracteristica fundamental das plataformas
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Janus é sua versatilidade de fabricacdo. Técnicas como eletrofiacdo, laminacdo e deposicédo
de filmes permitem a combinacgdo de diferentes materiais, como neste trabalho, um peptideo
mimeético de colageno tipo | foi incorporado a CB e eletrofiado com AC para formar um filme
do tipo Janus, que pode ser utilizado como material para curativos de feridas
(RAMAKRISHNA et al., 2006). A matriz bioativa (CB/Peptideo Colageno tipo ) é projetada
para melhorar a absor¢do do exsudado da ferida, promover adeséo celular e oferecer protecéo
as ceélulas, enquanto a porcao eletrofiada de AC atua como agente antimicrobiano (DAYEM
et al., 2023). Essa flexibilidade possibilita que cada face seja otimizada para desempenhar
funcgdes distintas, como suporte estrutural, liberacdo controlada de farmacos, adesao celular e
protecdo contra 0 ambiente externo.

Nesse contexto, 0 presente projeto teve como objetivo desenvolver uma plataforma
Janus composta por duas matrizes distintas: um lado hidrofébico constituido por AC
eletrofiado e um lado hidrofilico composto por um filme de CB funcionalizado com peptideos
miméticos de colageno tipo I. Essa plataforma foi avaliada quanto as suas propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas para investigar seu potencial de aplicacdo na engenharia de tecidos.

2. OBJETIVO GERAL

Este estagio de pesquisa no exterior teve como objetivo desenvolver uma estrutura
Janus combinando de CB bioativa funcionalizada com um peptideo mimético de colageno
tipo I e uma camada de acetato de celulose eletrofiada. O sistema integrou bioatividade,
permeabilidade seletiva e estabilidade estrutural, promovendo a adeséo celular, a deposicao da

matriz extracelular e a permeabilidade controlada para aplicacGes em regeneracéo tecidual.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Funcionalizacdo do filme de CB com a sequéncia peptidica

Os filmes de CB foram produzidos no laboratério BioPolMat em Araraquara. A cepa
AF1 (Komagataeibacter rhaeticus) foi cultivada em meio de cultura estatico em placas de 24
pogos por 96 horas a 28°C, seguindo a seguinte composicdo nutricional: 2% (m/v) de glicose,
0,5% (m/v) de peptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura, 0,27% (m/v) de fosfato dissodico
anidro e 0,115% (m/v) de acido citrico monohidratado. Posteriormente, as membranas de CB
foram submetidas a tratamento quimico com solucdo de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 M
por 30 minutos a 70°C e, em seguida, lavadas extensivamente com agua destilada até atingir

pH neutro. A incorporacdo de sequéncias peptidicas na membrana de CB foi investigada por
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imobilizacdo covalente utilizando EDC:NHS, com base nos protocolos apresentados por
HERMANSON (2013) e CHIMONIDES et al. (2013).

3.2. Eletrofiacdo de AC sobre matriz de CB com peptideos
O acetato de celulose (AC; DS = 2.,4-2,5) foi obtido da Sigma-Aldrich (n° de catalogo

180955). Diferentes concentracbes de solucBes poliméricas de AC foram preparadas
dissolvendo-se 1,5 e 2 g de AC em 10 mL de acetona e dimetilacetamida (DMACc) na
proporcdo de 2:1, respectivamente, sob agitacdo constante por 12 h até que a mistura se
tornasse limpida e viscosa. Essas solugdes uniformes de AC (15 e 20% (m/v)) foram
eletrofiadas sobre um substrato bioativo de CB, posicionado a uma distancia de 15 cm
perpendicularmente a agulha 21G conectada ao terminal positivo de uma fonte de alimentacéo
CC de alta tensdo (aparelho de eletrofiagcdo E-Fiber EF300, SKE Research Equipament). O
procedimento experimental seguiu o protocolo previamente relatado por Ramanthan et al.
(2020), com pequenas modificacdes. As nanofibras eletrofiadas foram produzidas na KU
Leuven (Leuven, Bélgica), utilizando um aparelho de eletrofiacdo ESPIN-NANO equipado

com uma agulha 24G.

3.3. Anadlises de FTIR, MEV e angulo de contato.

A matriz de dupla camada foi caracterizada por FTIR para identificar qualquer
formagéo ou alteragdo nos grupos funcionais. As medicdes espectrais foram realizadas com
resolucdo de 4 cm™! na faixa de frequéncia de 4000 a 400 cm™! utilizando um espectrometro
FTIR Bruker, Alpha 2. A morfologia superior, inferior e transversal das matrizes bicamadas
fabricadas foi analisada por MEV (microscopio eletrénico de varredura, modelo JEOL Z-
AXIS). As amostras foram revestidas com uma fina camada de Pt/Au por 30 segundos a 30
mA para torna-las condutoras. MedicOes estaticas do angulo de contato com a &gua foram
realizadas para investigar a hidrofilicidade das matrizes nanofibrosas eletrofiadas. Agua
deionizada ultrapura (10 pL) foi gotejada usando uma microsseringa na superficie das
matrizes secas, € 0 angulo de contato foi medido pelo método da gota séssil a temperatura
ambiente usando um medidor de angulo de contato Attension Theta Flex (Biolin Scientific).
O processo foi repetido em trés pontos por amostra e as imagens capturadas foram analisadas

usando um software com interface para computador.
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3.4. Andlise de intumescimento

A capacidade de intumescimento da plataforma Janus foi determinada imergindo a
amostra em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) a 37 °C. Em intervalos de
tempo predeterminados, a amostra inchada foi retirada, suavemente seca com papel de filtro
para remover o0 excesso de liquido superficial e pesada usando uma microbalanca analitica. A
porcentagem de inchaco (Sw%) da plataforma Janus foi entdo calculada usando a seguinte
equacdo: (RAMANATHAN et al., 2020).

Sw(%) = w-W X 100
W,
Onde Ws representa o peso da plataforma Janus no equilibrio de inchaco para cada

intervalo de tempo, e WO representa seu peso seco inicial.
3.5. Ensaio de Citotoxicidade

Para 0 ensaio de citotoxicidade, utilizou-se fibroblastos murino derivados de tecido
conjuntivo (L929) adquiridos da ATCC (American Type Culture Collection). Inicialmente,
as células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e antibidticos (penicilina 100
U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO..
Apbs 2 repiques consecutivos, iniciou-se o ensaio de citotoxicidade, empregando uma
concentracdo de 1x10* células/poco, que foram incubadas em placa de 96 pogos. A placa foi
mantida por 24 h em incubadora, respeitando 0s mesmos parametros de temperatura e
porcentagem de CO: descritos anteriormente. Paralelamente ao plaqueio das células, os
tratamentos foram preparados de acordo com a ISO 10993-12. Para tal, 1 cm? de cada
material foi disposto em tubo cdnico com posterior esterilizacdo em radiacdo UV por 30
minutos. Em seguida, foi feita a adicdo de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro
fetal bovino). Os filmes em contato com o meio foram deixados sob agitacéo por 24 horas a
37°C. Com o término das 24 h de plaqueamento das células, avaliou-se o estabelecimento da
monocamada com o auxilio de microscépio, e em seguida, 0 meio de cultura foi retirado e
os eluatos oriundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular,
respeitando o volume de 200 uL/pogo, seguido da incubacdo em estufa de CO2 por mais 24

h. Decorrido as 24 h de tratamento, os eluatos foram removidos, seguido da lavagem com
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Phosphate Buffer Saline (PBS) por duas vezes consecutivas. Finalizado essa etapa, 100 puL
de resazurina foram adicionados em cada poco. A placa foi novamente incubada a 37°C, ao
abrigo da luz, por 4h. Finalizado o periodo de incubacéo, a resazurina foi retirado dos pogos.
Os valores de absorbancia (Abs) foram obtidos em espectrofotdmetro de microplacas
(SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 560 nm. Como controle de
sobrevivéncia (controle negativo), as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata, em trés ensaios independentes, incluindo os
controles (MOSMANN et al.,, 1983). Com os valores de Abs, calculou-se a média da
porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle de sobrevivéncia (100%),
conforme apresentado pela equacédo abaixo (norma 1SO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco)
100

(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco) x

3.6. Ensaio de Proliferacdo celular

Inicialmente, as celulas L929 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e
antibioticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubacdo em
estufa a 37°C e 5% de CO». A proliferagdo celular foi avaliada pelo ensaio de resazurina, com
as células cultivadas diretamente sobre as superficies dos materiais. Antes do ensaio, as
amostras foram cortadas em secGes de 1 cm?, esterilizadas por exposic¢éo a radiacdo UV por
30 min em cada lado e colocadas em placas de cultura de 24 pocos (ISO 10993-12). As
células foram semeadas diretamente sobre os materiais na concentracdo de 0,5 x 10*
células/poco em meio de cultura completo e incubadas a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO.. Como controle, as células foram cultivadas em pogos sem material. O
meio de cultura foi trocado a cada 24 h durante todo o experimento. A atividade metabdlica
celular, utilizada como indicador indireto de proliferacdo, foi avaliada apés 24, 48, 72 e 168
horas de cultura. Em cada ponto de tempo experimental, o0 meio foi removido e substituido
por uma solucdo de resazurina preparada em meio de cultura (10% v/v). As amostras foram
incubadas por 3 a 4 horas a 37 °C, protegidas da luz. Apé6s a incubacdo, aliquotas do
sobrenadante foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida a 570

nm. Os experimentos foram conduzidos em triplicata, em trés ensaios independentes,
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incluindo os controles (DORM et al., 2022). Utilizando os valores de absorbancia, a taxa de

proliferacdo celular foi calculada, conforme mostrado pela equacgéo abaixo (1SO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco)
100

. A . X
(Abs do controle de sobrevivéncia)

3.7. Ensaio de Adeséo Celular

Para os estudos de adesdo celular foram utilizadas a mesma linhagem celular (L929)
descrita anteriormente. Primeiro, as células (5x10* células/poco) foram semeadas nos filmes
(1cm?) inseridos na placa de 24 pocos e cultivadas durante 72 horas a 37°C com 5% de CO..
No final da incubacdo, o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 0,01 M
filtrado estéril a pH 7,4. Em seguida, as células foram fixadas com glutaraldeido a 3% em
PBS 0,01 M durante 0,5 h a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS 0,01 M, as
amostras foram desidratadas através de uma série ascendente de etanol (30%, 50%, 70% e
95%, 3 min cada) com uma incubag&o final em etanol 100% por 3 min (repetido 2 vezes). As
amostras secas foram revestidas por pulverizacdo catddica para gerar uma camada de carbono
de 10 nm. As amostras foram examinadas com um microscopio eletrénico de varredura (JSM-
ITS00HR, JEOL) usando uma distancia de trabalho de 8 mm e uma tensao de aceleracdo de 5
kV (PASCHOALLIN et al., 2017).

3.8. Ensaio de adesdo microbiana

Para avaliar a adesdo bacteriana, a plataforma Janus desenvolvida foi avaliada
utilizando um ensaio de adesdo microbiana, seguindo a metodologia relatada por Hu et al.
(2024). As superficies de AC eletrofiadas (15% e 20%, p/v) da plataforma Janus (1 cm?)
foram expostas a suspensdes microbianas de Staphylococcus aureus e Candida albicans (10®
UFC mL™). Aliquotas de 500 pL foram adicionadas a cada amostra, seguidas de incubagdo a
37 °C por 4 h. Posteriormente, a fixacdo da amostra, a desidratacdo, a metalizacdo por
pulverizagdo catddica e a analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foram

realizadas de acordo com o protocolo descrito na Secéo 3.3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Espectros de FTIR

As andlises ATR-FTIR foram realizadas em ambas as interfaces da plataforma Janus
desenvolvida, com o lado superior correspondendo a camada fibrosa de AC eletrofiada e o
lado inferior correspondendo ao CB funcionalizado com peptideo de colageno tipo I.

Para a interface do lado inferior (CB/peptideo Col 1), os espectros de absorbancia
exibiram bandas em 1654 e 1638 cm™, atribuidas as vibracdes de estiramento C=0
(carbonila) de grupos amida, predominantemente associadas a ligacdes peptidicas (amida I).
Além disso, bandas na regido de 1550-1542 cm™ foram observadas e atribuidas a flexdo N-H
acoplada as vibracGes de estiramento C-N, caracteristicas da amida Il. Essas descobertas sao
consistentes com as relatadas por Riaz et al. (2018), que identificaram bandas semelhantes de
amida | e Il em materiais contendo peptideo de colageno tipo I.

Alteracdes na intensidade da banda em 1000 e 982 cm™, relacionadas as vibragdes de
estiramento C-O-C e deformacdo C-H, respectivamente, também foram observadas,
juntamente com um deslocamento da banda em 1053 cm™ associada as vibragdes de
estiramento C-O-C. Além disso, bandas vibracionais correspondentes a formacéo da ligacao
éster (Ri—COO-Rz2) foram detectadas nas regides de 1730-1725 cm™ e 1250-1240 cm™.
Essas bandas sdo atribuidas a carboximetilcelulose (CMC), usada para introduzir grupos
carboxila na superficie do CB, facilitando assim a incorporacdo de moléculas bioativas.
Caracteristicas espectrais semelhantes foram relatadas por Mansur et al. (2023).

Para a camada superior (camada fibrosa de AC), o espectro ATR-FTIR exibiu bandas
de absorcdo caracteristicas, incluindo o estiramento assimétrico C-O-C em aproximadamente
1050 cm™, o estiramento glicosidico C-O-C em 1159 cm™, a vibragdo de estiramento C=0O do
grupo éster acetato em torno de 1750 cm™ e a vibragdo de estiramento C-O da ligagdo éster
em aproximadamente 1230 cm'. Esses resultados foram consistentes com os relatados por
Ramanathan et al. (2017).
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Figura 1. Os espectros FTIR/ATR no modo de absorbancia foram adquiridos para as diferentes amostras de CB,
incluindo CB nativa, AC, CB/Col I, CB/Col 1/15% AC e CB/Col 1/20% AC em ambas os lados.

4.2. Analises por Microscopia Eletronica de Varredura

Micrografias mostraram a formacao de fibras continuas de AC, confirmando o sucesso
do processo de eletrofiacdo nas condigcdes aplicadas (15% p/v e 20% p/v em um sistema
acetona/DMACc 2:1, voltagem de 9,5 kV, distancia agulha-coletor de 15 cm e vazéo de 1 mL
h') (Liu & Tang, 2007). As fibras de AC (Figura 2A) exibiram uma morfologia
predominantemente cilindrica com superficies lisas, formando uma manta fibrosa homogénea.
A auséncia de defeitos esféricos (“granulos") e irregularidades pronunciadas ao longo das
fibras indicou um equilibrio adequado entre a viscosidade da solucdo, a condutividade elétrica
e a taxa de evaporacdo do solvente.

CB com superficie modificada com CMC e Coléageno | imobilizado (Fig. 2C e 3C)
exibiu um filme superficial homogéneo, reduzindo sua visibilidade e destacando o sucesso da
modificacdo da superficie. Essa interacdo é atribuida principalmente a processos de adsorcao,
favorecidos pela afinidade quimica entre os grupos hidroxila do CB e os grupos carboxila do
CMC, mediados por ligacGes de hidrogénio e interagdes intermoleculares, sem comprometer a
integridade estrutural do CB (ARUMUGHAN et al., 2023).
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Figura 2. Microscopia eletrdnica de varredura. (A) AC eletrofiada a 15%; (B) secéo transversal e (C) CB/Col I.

| k

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura. (A) Fibras de acetato de celulose (AC) eletrofiada a 20%; (B)
secdo transversal e (C) CB/Col I.

De acordo com as micrografias obtidas e a analise do didametro das fibras, observou-se
gue a amostra contendo 15% de AC apresentou didametro médio de 0,249 pum, enquanto a
formulagdo com 20% de AC exibiu didmetro medio de 0,274 pum. Esses resultados indicam
que o aumento da concentracdo de AC na solucdo de eletrofiacdo tende a favorecer a
formacdo de fibras com didmetro maior, efeito associado ao aumento da viscosidade da

solucéo polimérica. Esses resultados corroboram os obtidos por Naragund et al. (2020).
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Figura 4. Distribuicdo do didmetro das fibras das amostras de AC eletrofiadas a 15% e 20% (m/v), determinada
a partir da medicéo de 20 fibras para cada amostra.
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4.3. Angulo de Contato com Agua e Comportamento de Intumescimento In Vitro
4.3.1. Angulo de Contato com Agua

A molhabilidade da superficie € uma caracteristica fisico-quimica critica que regula as
interacbes célula-material, incluindo a adesdo celular inicial e a proliferacdo subsequente
(CAI et al., 2020). Medi¢bes do angulo de contato estatico com &gua foram realizadas no
ponto inicial e ao longo de 60 s.

A CB pura apresentou um angulo de contato inicial com agua de 46° + 17,5°, que
diminuiu ligeiramente para 31° + 13,3° apds 60 s. Esses valores sdo consistentes com a
natureza hidrofilica da nanocelulose (HUBBE et al., 2015). Superficies com angulos de
contato abaixo de 90° séo classificadas como hidrofilicas (ROL et al., 2019). Cai et al. (2020)
relataram que as células preferem aderir a superficies hidrofilicas. No entanto, uma superficie
super-hidrofilica com um angulo de contato inferior a 5° é prejudicial a adeséo celular.

No entanto, quando o Colageno | foi incorporado a superficie do CB, o angulo de
contato aumentou para 84° + 5,97° no tempo 0 e diminuiu para 76° £ 6,6° ap6s 60 s. Essa
mudanca pode ser atribuida a alteracdes na distribuicdo de carga da molécula de colageno,
que afetaram a molhabilidade da superficie, embora em nosso estudo a superficie tenha
permanecido hidrofilica. Wen et al. (2015) também relataram um aumento no angulo de
contato do CB nativa de 25,1° + 2,6° para 93,5° £ 6,2° apds a funcionalizacdo com peptideo
de colageno. Saska et al. (2018) relataram que essa mudanca na molhabilidade pode ser
atribuida a alteracGes na distribuicdo de carga da molécula de colageno apés a imobilizacéo
na superficie, o que pode aumentar transitoriamente a hidrofobicidade aparente da superficie.

A selecdo do grau de substituicdo (DS) do AC antes da eletrofiacdo afeta
significativamente a molhabilidade dos tapetes de fibra resultantes. Sridhar et al. (2023)
destacaram que em DS = 0,3, os angulos de contato exibidos foram de aproximadamente 67°
(MASHKOUR et al., 2015), enquanto em DS = 0,7, os angulos de contato aumentaram para
cerca de 80° (RODIONOVA et al., 2010). Em contraste, filmes produzidos a partir de
nanofibras de Kenaf acetiladas com DS = 1,07 atingiram angulos de contato de 115°
(JONOOBI et al., 2010), demonstrando claramente que graus mais elevados de acetilacdo
induzem uma superficie hidrofobica mais pronunciada.

No presente estudo, as camadas de fibras de AC eletrofiadas (DS ~ 2,4-2,5) variaram
com a concentracdo do polimero, com diferencas distintas observadas entre 15% e 20%. A
superficie fibrosa de AC 15% exibiu um angulo de contato inicial de aproximadamente 126°

*+ 4,26°, que permaneceu estavel durante o periodo analisado, indicando uma superficie
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predominantemente hidrofébica. Em contraste, a camada de AC 20% apresentou um angulo
de contato inicial menor, de aproximadamente 67° = 16,6°, que diminuiu em mais de 50%
apos 60 s. Essas diferencas provavelmente estdo relacionadas a efeitos morfoldgicos
induzidos pela variagcdo na concentracdo do polimero durante a eletrofiacdo. Concentracdes
mais altas da soluc&o geralmente resultam em maior viscosidade e didmetros de fibra maiores,
o que influencia a rugosidade e a porosidade da superficie, afetando assim a molhabilidade da
superficie (ANGEL et al., 2020).

Celulose Bacteriana (CB) B CB/Col 1/15% Acetato de Celulose
-CB/COI I CB/Col 1/20% Acetato de Celulose
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Figura 5. Medicdes do angulo de contato com &gua de: CB nativa, CB/Col | e CB/Col | revestido com AC
eletrofiado (15% e 20% p/v). As medicGes foram registradas durante um periodo de 0 a 60 segundos para avaliar
a molhabilidade da superficie e as altera¢es temporais na hidrofilicidade/hidrofobicidade.

4.3.2. Comportamento de Intumescimento In Vitro

A capacidade de intumescimento é uma propriedade essencial para um material de
curativo, uma vez que governa a absorcdo de exsudato, a retencdo de fluidos e a manutencao
de um ambiente Umido ideal, que sdo cruciais para uma cicatrizacdo eficaz de feridas
(RAMANATHAN et al. 2017).

O CB puro exibiu um alto comportamento de intumescimento em PBS, com valores de
433% apo6s 1 h de imersdo, 544% em 4 h, 739% em 24 h e 750% em 48 h. Um aumento
acentuado no intumescimento foi observado nas primeiras horas, seguido por uma tendéncia a
estabilizacdo ap6s 24 h, indicando a aproximagdo do equilibrio de absorcdo. Esse
comportamento é caracteristico de materiais hidrofilicos e porosos, nos quais a difusdo rapida

ocorre inicialmente através dos espacos interfibrilares, sendo posteriormente limitada pela
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saturacdo da rede tridimensional de nanocelulose. Esses resultados séo consistentes com a
natureza hidrofilica do CB, associada a alta densidade de grupos hidroxila disponiveis para
interacdo com moléculas de agua, conforme descrito por Hubbe et al. (2015). A amostra
funcionalizada com o peptideo Col I apresentou um perfil de intumescimento distinto, com
valores de 293% apds 1 h, 522% em 4 h, 749% em 24 h e atingindo 963% em 48 h.
Observou-se que, embora o intumescimento inicial em 1 h seja menor do que o do CB puro,
h& um aumento progressivo e mais pronunciado ao longo do tempo, resultando em um valor
final significativamente maior ap6s 48 h. Esse comportamento pode ser atribuido a presenca
do peptideo de colageno tipo I, que possui grupos hidrofilicos, como amidas, aminas e cadeias
laterais polares, capazes de estabelecer interagdes de ligacdo de hidrogénio com moléculas de
agua.

As camadas fibrosas de AC eletrofiadas exibiram comportamento de intumescimento
dependente da concentracdo do polimero. Para a amostra com 15% de AC, os valores de
intumescimento foram de 439% em 1 h, 539% em 4 h, 667% em 24 h e 791% em 48 h,
enguanto a amostra com 20% de AC apresentou valores mais baixos de 326%, 537%, 567% e
707% nos respectivos tempos. Estudos anteriores demonstraram que a concentracdo do
polimero influencia fortemente a morfologia e as caracteristicas da superficie das nanofibras
de AC eletrofiadas, afetando, assim, seu desempenho de intumescimento. Naragund e Panda
(2020) relataram que membranas de AC eletrofiadas preparadas com concentracdes de até
19% exibiram mudancas notaveis na formacdo de fibras e na molhabilidade da superficie, o
gue impactou diretamente a absorcdo de agua e a capacidade de intumescimento. Além disso,
hidrogéis a base de AC demonstraram atingir alta absorcdo de &gua, superior a 600%,
destacando a hidrofilicidade intrinseca dos sistemas de AC e o papel da estrutura polimérica
na regulacdo do comportamento de intumescimento (Jiang et al., 2023). Apesar das diferencas
observadas entre as amostras, a andlise estatistica ndo indicou diferenca significativa no
comportamento de intumescimento entre as camadas fibrosas de AC a 15% e 20% (p < 0,05).
Esse resultado sugere uma limitagdo do método de medicdo do intumescimento e indica que a
variabilidade experimental pode ter influenciado os valores quantitativos obtidos. Portanto,
embora as tendéncias observadas sejam consistentes com diferengas morfologicas e

estruturais, esses resultados devem ser interpretados com cautela.
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Figura 6. Indice de intumescimento (%) das amostras CB, CB/Col |, CB/Col 1/15% AC e CB/Col 1/20% AC em
funcdo do tempo. De 1 hora a 48 horas em PBS a pH 7,4 e 37 °C.

4.4. Ensaios Biologicos

4.4.1. Ensaio de Citotoxicidade
De acordo com a figura 7, nenhuma das amostras CB, CB/CMC/EDC/NHS, CB/ Col
I, 15% AC e 20% AC exibiu efeitos citotoxicos na linhagem celular L929. A viabilidade
celular permaneceu acima de 70%. Ramanthan et al. (2020) também demonstraram resultados
de citotoxicidade para as amostras de CA-colageno (CA-CSPG) e CA-latex-colageno (CA:L-

CSPG) em linhagens celulares de fibroblastos NIH 3T3 e HaCat, com valores de viabilidade
de até 70%.
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular com o reagente colorimétrico resazurina. Porcentagem de viabilidade
celular de células L929.

4.4.2. Ensaio de Proliferacdo Celular

O CBJ/Col I que passou pelas etapas iniciais de modificagio com CMC e agentes de
acoplamento, seguidas de imobilizacdo com a sequéncia peptidica de Col I, demonstrou um
aumento na resposta de proliferacdo em 72 h que foi estatisticamente significativo quando
comparado ao CB/CMC/EDC/NHS (sem imobilizacdo do peptideo). Além disso, 0 mesmo
grupo CB/Col | também apresentou maior proliferacdo quando comparado ao controle de
sobrevivéncia, neste caso, em 24, 48 e 72 h, com p < 0,05. Isso mostra que a sequéncia
peptidica contribuiu para uma resposta de proliferacdo celular otimizada.

De acordo com a eletrofiacdo de AC em concentracdes de 15% e 20%, foi possivel
analisar que apresentaram taxas de proliferacdo mais altas quando comparadas ao controle em
24,48 e 72 h, com p < 0,05. Isso significa que o AC € capaz de contribuir para uma resposta
de proliferagdo celular otimizada. Ramanthan et al. (2020) também demonstraram resultados
de proliferacdo para as amostras CA-CSPG e CA:L-CSPG em linhagens de fibroblastos NIH

3T3 e células HaCat, com valores mais altos em comparagéo com CS.
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Figura 8. Ensaio de proliferacdo celular com o reagente colorimétrico resazurina.

4.4.3. Ensaio de adesdo

Durante o processo de adesdo celular, as células inicialmente se "assentam™ na
superficie com seus corpos esféricos. Em seguida, as células se "achatam", principalmente por
meio de interacdes ndo especificas. Se a superficie for adequada, as células se "espalham
completamente” com a matura¢do da adesdo focal e criam contatos estaveis por meio da
reorganizacdo da estrutura de actina para atingir sua area maxima de espalhamento (TROY et
al., 2025).

Os resultados indicaram que as amostras analisadas de CB, CB/CMC/EDC/NHS/,
CB/Col | e 15% AC suportaram a fixacdo, adesdo e proliferacdo celular. Além disso, alta
disseminacéo celular e um citoesqueleto totalmente desenvolvido foram visiveis nas amostras.
Por outro lado, a amostra de 20% AC suportou apenas o estagio inicial de fixacdo celular,
com as células permanecendo em uma morfologia arredondada e sem mostrar sinais de
espalhamento.

Considerando a aplicagdo pretendida, a superficie CB/Col | suportou um ndmero
maior de células aderentes, interaces célula-célula aprimoradas com a formacdo de

aglomerados e espalhamento celular evidente.
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Figura 9. Ensaio de adesdo celular em (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHS; (C) CB/Col I; (D) 15% AC e (E) 20%
AC.

4.4.4. Ensaio de adesdo microbiana

A adesdo microbiana a superficies solidas é influenciada pelas propriedades fisico-
quimicas da interface, incluindo a hidrofobicidade ou hidrofilicidade do material. Wang et al.
(2022) destacaram que revestimentos super-hidrofébicos e antimicrobianos podem influenciar
substancialmente as interacbes microrganismo-substrato, modificando propriedades da
superficie, como energia, carga e rugosidade. Tais modificacdes podem reduzir a adesdo
bacteriana por meio de efeitos antiadesivos diretos ou mecanismos bactericidas. Em
particular, superficies com angulos de contato com a agua superiores a 150° sdo consideradas
super-hidrofébicas e demonstram propriedades anti-incrustantes pronunciadas, limitando
acentuadamente a fixa¢do microbiana.

Os ensaios de adesdo microbiana mostrados nas figuras 10 e 11, utilizando C. albicans
e S. aureus, revelaram a presenca de microrganismos nas superficies dos materiais testados,
indicando que é necessaria uma otimizacdo adicional da interface AC eletrofiada para obter
superficies super-hidrofobicas capazes de repelir ou prevenir a adesao microbiana patogénica.
Ajustes no DS do AC ou otimizagdo da solugdo e das condi¢Oes de processamento podem
fornecer uma estratégia para melhorar a hidrofobicidade da superficie da fibra (MIKAEILI et
al., 2018).
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Figura 10. Ensaio de adesdo avaliando a fixacdo de C. albicans a: (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHS; (C)
CB/Col I; (D) 15% AC e (E) 20% AC.

Figura 11. Ensaio de adesdo avaliando a fixacdo de S. aureus a: (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHS; (C) CB/Col
I; (D) 15% AC e (E) 20% AC.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados parciais deste estudo, a sintese e purificagdo do peptideo
mimético de colageno tipo | foram bem-sucedidas, conforme confirmado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massa com ionizacdo por electrospray
(ESI-MS). A anélise por HPLC demonstrou picos cromatograficos eficientes, simétricos e
bem definidos apos a purificacdo, com um tempo de retencéo estavel (11,6 min), reduzindo a
remoc¢do de subprodutos e resultando em um peptideo rico e de alta pureza. O resultado da
ESI-MS confirmou ainda a massa molar esperada do peptideo, com estados de carga
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correspondentes aos ions +1 e +2, validando a integridade quimica da sequéncia sintetizada.
Esses resultados garantem a adequacdo do peptideo para imobilizagdo subsequente e
avaliacdo bioldgica. Paralelamente, é possivel inferir que o processo de eletrofiacdo ocorreu
satisfatoriamente, resultando na formacédo de fibras, conforme observado por microscopia
eletronica de varredura (MEV). A andlise FT-IR permitiu a identificacdo dos grupos
funcionais CB por meio de bandas de absorcdo, bem como das amidas | (C=0) e I,
associadas ao dobramento N-H e ao estiramento C-N e C-O-C. O espectro ATR-FTIR da face
superior (camada fibrosa de AC) exibe bandas de absorcdo caracteristicas do acetato de
celulose; estas incluem o estiramento assimétrico C-O-C em aproximadamente 1050 cm™, o
estiramento glicosidico C-O-C em 1159 cm™, a vibragdo de estiramento C=0 do éster acetato
em torno de 1750 cm™! ¢ a vibragao de estiramento C-O da ligacdo éster em aproximadamente
1230 cm™. A analise do angulo de contato revelou diferengas claras na molhabilidade da
superficie entre os materiais tratados. O baixo angulo de contato inicial (46° + 17,5°), que se
altera ao longo do tempo, confirma sua superficie intrinsecamente hidrofilica, geralmente
favoravel a adesdo celular. Apds a imobilizacdo do peptideo de colageno tipo I, 0 aumento do
angulo de contato (84° + 5,97° no tempo 0) demonstra uma alteracdo na molhabilidade da
superficie e na distribuicdo de cargas causada pelo peptideo. Em contraste, as camadas de AC
obtidas por eletrofiagdo apresentaram molhabilidade fortemente dependente das
caracteristicas do polimero e das condi¢fes de processamento; a superficie com 15% de AC
apresentou um angulo de contato elevado (126° + 4,26°), indicativo de um comportamento
predominantemente hidrofdbico, enquanto a camada com 20% de AC apresentou um angulo
de contato de 67° + 16,6°. Essas diferencas sdo atribuidas a variagdes na morfologia e
porosidade das fibras, associadas a concentracdo do polimero durante a eletrofiacdo, que
influenciam significativamente a rugosidade da superficie e, consequentemente, a
molhabilidade. Os ensaios de citotoxicidade bioldgica e adesdo celular confirmaram que
ambas as faces do material ndo apresentaram efeitos citotoxicos contra a linhagem celular
L929, ndo mostraram diferenca significativa na resposta proliferativa em comparagdo com o
controle e exibiram alta capacidade de adesdo celular. O ensaio de adesdo indicou a
ocorréncia de adesdo dos microrganismos avaliados, o que pode ser atribuido ao fato de as
superficies ndo serem super-hidrofébicas, uma condi¢do associada a reducdo da adesdo
microbiana.

Portanto, melhorias no processo de eletrofiacdo, incluindo a selecdo de AC com DS

alternativo e o uso de diferentes sistemas de solventes, podem ser benéficas para a geracao de
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fibras com superficies super-hidrofébicas capazes de reduzir a colonizagdo microbiana. Essas
modificacbes, combinadas com a otimiza¢do continua da interface Janus, podem aprimorar

ainda mais o potencial bioativo e protetor da plataforma.
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