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Hidrogéis de Alginato de Sódio: Viabilidade, Perfil de Liberação e 
Segurança Biológica em Queratinócitos de Pele Humana para Engenharia 

de Tecidos 
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RESUMO 
 
O alginato, um polímero aniônico natural, pertence à família dos polissacarídeos, 
como o ácido algínico e os sais de alginato. É composto por resíduos de ácido 
β-D-manurônico (M) ligado ao ácido α-L-gulurônico, resultando em hidrogéis por 
meio de reticulação com cloreto de cálcio (CaCl2). O hidrogel de alginato de sódio 
(HAS) tem sido amplamente aplicado na engenharia de tecidos devido à sua 
biocompatibilidade e baixa resposta imunológica. Produzido por meio de 
gelificação ionotrópica, o HAS proporciona vantagens, preservando a integridade 
celular, a viabilidade e garantindo a funcionalidade celular, mantendo a eficiência 
terapêutica. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a incorporação 
e liberação de queratinócitos imortais da pele humana (HaCaT) em HAS, além 
de avaliar sua taxa de degradação e garantir a segurança quanto aos aspectos 
citogenotoxicológicos. No estudo, os HAS foram preparados com concentrações 
variadas de alginato (1,5%, 3,3% e 5%) e 0,1% de CaCl2. Os resultados mostram 
o efeito citotóxico, dose dependente, de CaCl2, enquanto o alginato não induziu 
alterações na viabilidade das células HaCaT nas concentrações avaliadas. Tanto 
o CaCl2 quanto o alginato foram não mutagênicos no teste de Ames nas 
condições experimentais. A concentração de alginato nos hidrogéis influenciou 
a taxa de degradação e o perfil de liberação celular. As concentrações mais altas 
de alginato estão correlacionadas à degradação mais lenta e à liberação celular, 
provavelmente devido à erosão do hidrogel e à difusão celular. Em conclusão, 
este estudo demonstra que os HAS podem atuar como matrizes, confinando 
fisicamente os queratinócitos, mantendo a viabilidade e a morfologia celular, 
tornando-os promissores para aplicações biomédicas em engenharia de tecidos, 
particularmente envolvendo queratinócitos. 
 

Palavras-chave: Citotoxicidade, avaliação de segurança, aplicações 

biomédicas.  
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ABSTRACT 
 
Alginate, a natural anionic polymer, belongs to the family of polysaccharides, 
such as alginic acid and alginate salts. It is composed of residues of β-D-
mannuronic acid (M) linked to α-L-guluronic acid, resulting in hydrogels through 
crosslinking with calcium chloride (CaCl2). Sodium alginate hydrogel (SAH) has 
been widely applied in tissue engineering due to its biocompatibility and low 
immunological response. Produced through ionotropic gelation, SAH provides 
advantages, preserving cellular integrity, viability and ensuring cellular 
functionality, maintaining therapeutic efficiency. Therefore, the objective of the 
present study was to investigate the incorporation and release of human skin 
immortal keratinocytes (HaCaT) in SAH, in addition to evaluating their 
degradation rate and ensuring safety regarding cytogenotoxicological aspects. In 
the study, SAH were prepared with varying concentrations of alginate (1.5%, 
3.3% and 5%) and 0.1% CaCl2. The results show the dose-dependent cytotoxic 
effect of CaCl2, while alginate did not induce changes in the viability of HaCaT 
cells at the concentrations evaluated. Both CaCl2 and alginate were non-
mutagenic in the Ames test under experimental conditions. The alginate 
concentration in the hydrogels influenced the degradation rate and cellular 
release profile. Higher alginate concentrations correlate with slower degradation 
and cellular release, likely due to hydrogel erosion and cellular diffusion. In 
conclusion, this study demonstrates that SAH can act as matrices, physically 
confining keratinocytes, maintaining cell viability and morphology, making them 
promise for biomedical applications in tissue engineering, particularly involving 
keratinocytes. 
 
Keywords: Alginate hydrogels, cytotoxicity, safety assessment, biomedical 
applications. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os hidrogéis, derivados de polímeros naturais, sintéticos ou híbridos, são 

plataformas versáteis e atualmente, vem sendo explorados e utilizados em 

diversas aplicações biomédicas (Cao et al., 2021). A combinação de 

propriedades que resultam em semelhanças com matrizes extracelulares 

naturais, como alto teor de água, biodegradabilidade, porosidade e 

biocompatibilidade os tornam atraentes, principalmente, para engenharia de 

tecidos e terapia celular. Além disso, sua composição, estrutura, propriedades 

mecânicas e bioquímicas podem ser ajustadas para controlar ou modular o 

crescimento, proliferação e diferenciação celular, bem como facilitar a difusão 

das células, solutos e nutrientes, a fim de melhorar seu uso no reparo tecidual 

(Yang et al., 2017; Vega et al., 2017).  

O alginato, um polímero aniônico natural, pertence à família dos 

polissacarídeos como ácido algínico e sais de alginato e são compostos por 

resíduos de ácido β-D-manurônico (M) ligados ao ácido α-L-gulurônico (Reig-

Vano et al., 2021), podendo ser extraído de algas marrons como Macrocystis 

pyrifera, Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, entre outras (Sosnik 2014; 

Gonzalez-Pujana et al., 2018) ou ser biossintetizado por espécies dos gêneros 

bacterianos Pseudomonas e Azotobacter (Reig-Vano et al., 2021).  

Dentre as várias vantagens associadas ao uso de polímeros naturais, 

destacam-se sua biodegradabilidade e suas propriedades, frequentemente 

caracterizadas por baixa inflamação e ausência de toxicidade, tornando tanto os 

materiais quanto seus produtos de degradação adequados para induzir a 

regeneração tecidual. Além disso, o potencial de indução da regeneração de 
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tecidos é fortemente influenciado pela biocompatibilidade dos polímeros, 

incluindo sua capacidade de reduzir respostas imunológicas e pela 

hidrofilicidade dos materiais empregados (Hama et al., 2023). 

Os hidrogéis de alginato de sódio (HAS) têm sido amplamente aplicados 

na engenharia de tecidos devido à sua biocompatibilidade e resposta imune (Su 

et al., 2021). Eles podem ser usados como portadores para a entrega precisa de 

fármacos, células, genes ou proteínas para melhorar o efeito terapêutico (Bidarra 

et al., 2014; Sheng et al., 2021; Reig-Vano et al., 2021; Bogdanova et al., 2022). 

Devido seu potencial anti-inflamatório e com capacidade de estimular o 

crescimento celular, os HAS tem sido materiais preferenciais para o tratamento 

de danos na pele, sendo considerados excelentes biocurativos (Aderibigbe et al., 

2018; Zhang et al., 2020; Fayyazbakhsh et al., 2022).  

A necessidade de materiais promissores na engenharia de tecidos é 

decorrente do difícil tratamento em casos de complicações graves após lesões 

cutâneas significativas como queimaduras ou em certas patologias 

dermatológicas que resultam em feridas crônicas, onde o processo de 

cicatrização, uma função importante da pele, pode ser desregulado ou perdido 

(Liang et al., 2021). Os materiais biológicos utilizados para a engenharia de 

tecidos são baseados praticamente em fibroblastos e queratinócitos (Goodarzi 

et al., 2018; Sierra-Sánchez et al., 2021). 

No encapsulamento celular, o alginato atua como uma membrana 

semipermeável que permite a passagem bidirecional de moléculas, nutrientes e 

oxigênio, enquanto resíduos celulares são removidos do ambiente celular (Lee 

et al., 2012; Thomas et al., 2021). Por serem produzidos por gelificação 

ionotrópica, os HAS oferecem vantagens, como, condições para preservar a 
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integridade e viabilidade celular, além de garantir a funcionalidade celular 

mantendo sua a eficiência terapêutica (Thomas et al., 2021).  

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a incorporação e liberação de queratinócitos imortais de pele 

humana (células HaCaT) em HAS, bem como sua taxa de intumescimento e 

degradação, além de garantir a segurança de uso dos materiais utilizados na 

preparação dos HAS por meio de testes citogenotoxicológicos.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Preparar os HAS com diferentes concentrações de alginato; 

• Avaliar a morfologia do hidrogel por microscopia eletrônica de varredura, a 

viscosidade por reologia, o tempo de degradação e intumescimento dos HAS;  

• Avaliar a viabilidade celular das linhagens HaCaT, após o tratamento com 

diferentes concentrações dos materiais de partida alginato e cloreto de cálcio 

(CaCl2) usados no preparo dos HAS; 

• Avaliar a atividade mutagênica de diferentes concentrações do alginato e CaCl2, 

em nível e gênico, por meio do ensaio de mutação gênica reversa com 

Salmonella Typhimurium (teste de Ames); 

• Investigar o potencial citotóxico e mutagênico dos materiais de partida alginato 

e cloreto de cálcio (CaCl2) usados no preparo dos HAS;  

• Incorporar e avaliar o perfil de liberação das células HaCaT dos HAS.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Reagentes 

Alginato (Synth® Diadema, SP, Brasil), Cloreto de Cálcio (CaCl2 - Synth® 

Diadema, SP, Brasil), Dimetilsulfóxido (DMSO - Sigma Chemical Co St. Louis, 

MO, EUA), azida sódica (NaN3 - Sigma Chemical Co St. Louis, MO, EUA) , 

mitomicina C (MMC - Sigma Chemical Co St. Louis, MO, EUA) , 2-antramine 

(2AA- Sigma Chemical Co St. Louis, MO, EUA) e 2-aminofluoreno (2AF - Sigma 

Chemical Co St. Louis, MO, EUA ), 4-nitro-o-fenilenodiamina (NPD - Sigma 

Chemical Co St. Louis, MO, EUA), Nutriente Oxoid (Oxoid, England). Resazurina 

(Sigma Chemical Co St. Louis, MO, EUA), Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM - Gibco Waltham, Massachusetts, EUA), Soro Fetal Bovino (SFB - Gibco 

Waltham, Massachusetts, EUA ). 

 

3.2. Linhagem e condições de cultivo celular 

A linhagem celular de queratinócitos epidérmicos humanos (HaCaT, 

ATCC® PCS-200-011™) foi cultivada em DMEM, suplementado com 10% de 

FBS e submetida a condições padronizadas de incubação a 37ºC, em atmosfera 

com 5% de dióxido de carbono (CO2) e 95% de saturação por umidade. HaCaTs 

são células espontaneamente imortalizadas com a capacidade de se diferenciar 

e formar uma estrutura in vitro semelhante à epiderme. Além disso, elas retêm 

queratinas epidérmicas características das camadas celulares mais 

diferenciadas da epiderme humana in vivo, bem como outros marcadores como 

involucrina e filagrina (Boukemp et al.,1988, Wilson et al., 2013). 
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3.3. Preparo dos hidrogéis 

Os HAS foram preparados seguindo o protocolo descrito por Shafei et al. 

(2020). O alginato de sódio foi dissolvido em água nas concentrações de 1,5%, 

3,3% e 5% (m/v) e reticulado fisicamente com cátions divalentes, utilizando uma 

solução de CaCl2 a 0,1%, à temperatura ambiente. Essas concentrações foram 

selecionadas com base em estudos prévios que evidenciaram sua eficácia na 

formação de hidrogéis com diferentes propriedades viscoelásticas, fundamentais 

para avaliar o impacto na migração celular e na difusão de nutrientes. A 

viscosidade dos hidrogéis foi determinada utilizando um reômetro Anton Paar 

MCR92, equipado com placa de geometria paralela de 25 mm, intervalo de 0,20 

mm, a 25°C e 0,01 rad.s-1 por 240 segundos e sua morfologia foi analisada 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura (MEV JSM-6610LV JEOL Ltd., 

Akishima, Tóquio, Japão) da Faculdade de Odontologia da UNESP de 

Araraquara, SP, Brasil. As amostras foram preparadas, submetidas à liofilização 

a -50°C para eliminar a água residual, seccionados e revestidas com uma 

camada de ouro. As microestruturas das amostras foram examinadas a uma 

tensão de aceleração de 3,0 kV. 

 

3.4. Ensaio de citotoxicidade in vitro  

Para avaliar a viabilidade celular, células HaCaT foram semeadas em 

microplacas de 96 poços a uma densidade inicial de 1,5 x 104 células/poço e 

incubadas por 24 horas para adesão celular. Os tratamentos consistiram em 

0,15% a 5% (m/v) de alginato e CaCl2. Também foram incluídos controle 

negativo (sem tratamento) e positivo (metilmetanossulfonato, MMS, 300 µmol L-

1). Os resultados foram avaliados após 24 horas de tratamento com resazurina 
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(0,01% m/v) (Page et al., 1993). As análises foram realizadas utilizando valores 

unitários de fluorescência (UF) obtidos com o equipamento Cytation (Biotek®), 

com filtros de excitação (530 nm) e emissão (590 nm). A porcentagem de inibição 

da proliferação celular para células tratadas foi calculada de acordo com a 

equação (1):  

 

Inibição	(%) = 100 − !"	$%	&%ç%	()*(*$%
!"	$%	&%ç%	+%,()%-.

	𝑥	100       (1) 

 

3.5. Mutagenicidade 

Os materiais de partida usados no preparo dos hidrogéis foram avaliados 

quanto ao seu potencial para induzir mutações reversas nas cepas TA98, TA100, 

TA97a e TA102 de Salmonella Typhimurium. O teste de Ames (método de pré-

incubação) foi utilizado nesta avaliação (Maron; Ames 1983), em experimentos 

com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica. As cepas bacterianas foram 

gentilmente cedidas pelo Dr. B.N. Ames (Berkeley, CA, EUA) e a fração S9 foi 

adquirida da Molecular Toxicology Inc.  

As culturas foram obtidas pela inoculação das cepas em caldo nutriente 

(Oxoid nº 2) e incubação por 16 horas a 37 ºC para atingir a fase exponencial 

tardia ou estacionaria inicial de crescimento (densidade de aproximadamente 109 

bactérias/ mL). As amostras-teste (alginato e CaCl2) foram testadas em 

concentrações que variaram de 0,62 a 5 mg/placa, como recomendado pela 

OECD471 (2020), para substâncias não tóxicas, ou seja, maior concentração 

testada de 5 mg/ placa. Os ensaios foram validados usando os mutágenos 

diretos NPD (10 μg/placa), NaN3 (2,5 μg/placa) e MMC (0,5 μg/placa), e indiretos 

2-AA (1,5 μg/placa) e 2-AF (5 μg/placa). A taxa espontânea de reversão das 
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bactérias serviu como controle negativo, pois as amostras analisadas foram 

solubilizadas em tampão fosfato. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 

horas e as colônias revertentes foram contadas manualmente. Todos os 

tratamentos foram realizados em triplicata.  

O índice de mutagenicidade foi calculado pela razão do número de 

revertentes induzidas/placa com a amostra-teste pelo número de revertentes/ 

placa do controle espontâneo. Um valor acima de 2 indica mutagenicidade 

positiva (Maron; Ames 1983; Mortelmans; Zeiger 2000). 

 

3.6. Determinação do Índice de Intumescimento (I%) e da taxa de 

degradação  

Os ensaios foram realizados com 500 mg de HAS nas concentrações de 

1,5%, 3,3% e 5% (m/v) em tubos de ensaio contendo 2 mL de DMEM 

suplementado com SFB 10% (pH 7,3) e tampão fosfato salina (Phosphate 

Buffered Saline, PBS, pH 7). Os tubos foram incubados e armazenados em 

incubadora BOD a 37ºC para avaliação das alterações de massa por meio da 

pesagem da HAS em balança analítica em diversos intervalos de tempo. Os 

pesos iniciais dos hidrogéis foram monitorados antes de iniciar o processo. Os 

valores de intumescimento (g/g) foram determinados pela razão entre a massa 

intumescida (Mt) e a massa obtida antes da imersão do HAS no solvente (M0). 

Além disso, o grau de intumescimento (I%) foi calculado para avaliar a 

hidrofilicidade dos hidrogéis com base na equação 2, enquanto a porcentagem 

de degradação foi determinada seguindo a equação 3: 

 

I% = 1/(0/1
/1

2 𝑥	100              (2) 
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Degradação	(%) = 1/10/(
/1

2 𝑥	100              (3) 

 

onde, M0 e Mt representam os pesos das amostras antes e depois da imersão, 

respectivamente. 

 

3.7. Incorporação celular e teste de liberação 

Para o teste de incorporação e liberação celular, 1,5 x 104 células HaCaT 

(100 µL de suspensão celular) foram adicionadas a 500 µL de hidrogel com 

concentrações de 1,5%, 3,3% e 5% (m/v). A mistura foi transferida para uma 

placa de 24 poços contendo 400 µL de meio de cultura celular, seguida de 

incubação numa incubadora de CO2. A análise de viabilidade celular utilizando 

resazurina (0,01% m/v) como revelador foi realizada em intervalos pré-

determinados em 24 horas por até 5 dias. O experimento foi conduzido em 

triplicata.  

 

3.8. Análise estatística 

Os dados dos ensaios de mutagenicidade (revertentes/placa) foram 

avaliados através de análise de variância (ANOVA), seguida de regressão linear 

utilizando o programa estatístico Salanal (U.S. Environmental Protection Agency, 

Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV, versão 1.0, Research Triangle 

Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), adotando o modelo proposto por 

Bernstein et al. (1982). Todos os demais resultados foram submetidos à análise 

estatística no software GraphPad Prism 7.0, incluindo cálculo da estatística F e 

respectivos valores de p. Quando p<0,05, as médias dos tratamentos foram 
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comparadas pelo teste de Tukey, e a diferença menos significativa foi calculada 

para α = 0,05. 

 

4. RESULTADOS  

 

Os resultados obtidos no Capítulo 1 foram submetidos ao periódico 

Biologicals (https://www.sciencedirect.com/journal/biologicals). 

 

Os testes de citotoxicidade com os materiais de partida, apresentados na 

Figura 1, revelaram que o alginato não apresenta potencial citotóxico e não 

influencia a funcionalidade dos queratinócitos quando testado in vitro. No 

entanto, o tratamento com CaCl2 reduziu significativamente a viabilidade celular 

de maneira dose-dependente, a partir de 0,62 mg/mL. 

 

 

Figura 1 - Efeito do alginato e CaCl2 na viabilidade de células HaCaT. 

Controle negativo (DMEM com 10% de soro fetal bovino, 100% de viabilidade celular); Controle 

positivo (metilmetanossulfonato, 11,3 ± 2,1% de viabilidade celular); os resultados são 
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apresentados como média ± desvio padrão de três ensaios independentes. *Estatisticamente 

diferente em relação ao controle negativo (p<0,05, ANOVA, seguido de teste de Tukey). 

 

Em relação à mutagenicidade (Tabela 1), experimentos realizados com e 

sem o sistema de ativação metabólica exógeno mostraram ausência de efeito 

mutagênico do alginato e do CaCl2 e de seus subprodutos metabólicos, nas 

cepas de S. Typhimurium testadas, nas condições experimentais utilizadas. 
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Tabela 1 - Resultados dos ensaios de mutagenicidade em linhagens de Salmonella Typhimurium na presença (+S9) e ausência (-

S9) da mistura S9. 

 Número de revertentes (M ± DP)/ placa e IM 
 TA98 TA100 TA102 TA97a 
 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 

CE 30 ± 3 24 ± 5 126 ± 8 119 ± 14 349 ± 29 316 ± 48 126 ± 8 115 ± 10 
C + 611 ± 81*a 849 ± 60*d 1335 ± 93*b 1490 ± 195*d 1622 ± 131*c 1344 ± 186*e 1235 ± 163*a 1559 ± 76*d 

(mg/placa) ALGINATO 
0,62 34 ± 1 (1,12) 25 ± 1 (1,04) 141 ± 23 (1,12) 142 ± 24 (1,19) 381 ± 37 (1,09) 351 ± 41 (1,11) 123 ± 13 (0,98) 133 ± 17 (1,16) 
1,25 31 ± 2 (1,02) 27 ± 4 (1,10) 136 ± 16 (1,08) 122 ± 13 (1,03) 363 ± 20 (1,04) 341 ± 26 (1,08) 131 ± 13 (1,04) 120 ± 15 (1,04) 
2,5 33 ± 1 (1,10) 26 ± 8 (1,06) 130 ± 18 (1,03) 126 ± 16 (1,05) 351 ± 22 (1,00) 329 ± 31 (1,04) 130 ± 18 (1,03) 119 ± 7   (1,03) 
3,75 34 ± 4 (1,13) 24 ± 1 (1,00) 128 ± 15 (1,01) 127 ± 14 (1,07) 357 ± 35 (1,02) 324 ± 40 (1,03) 128 ± 21 (1,02) 121 ± 11 (1,05) 

5 30 ± 8 (1,00) 26 ± 3 (1,08) 135 ± 21 (1,07) 111 ± 27 (0,93) 335 ± 31 (0,96) 342 ± 36 (1,08) 141 ± 11 (1,12) 125 ± 23 (1,09) 
(mg/placa) CaCl2 

0,62 33 ± 7 (1,10) 28 ± 4 (1,15) 142 ± 8   (1,13) 131 ± 9   (1,10) 338 ± 33 (0,97) 334 ± 30 (1,06) 130 ± 15 (1,03) 121 ± 9   (1,05) 
1,25 31 ± 3 (1,03) 27 ± 6 (1,10) 130 ± 11 (1,03) 119 ± 3   (1,00) 346 ± 28 (0,99) 327 ± 18 (1,03) 139 ± 12 (1,10) 118 ± 14 (1,03) 
2,5 33 ± 3 (1,10) 23 ± 4 (0,96) 130 ± 23 (1,03) 133 ± 18 (1,11) 361 ± 16 (1,03) 316 ± 28 (1,00) 122 ± 3   (0,97) 132 ± 11 (1,15) 
3,75 29 ± 1 (0,97) 26 ± 3 (1,08) 129 ± 16 (1,02) 121 ± 14 (1,02) 352 ± 14 (1,01) 337 ± 34 (1,07) 142 ± 11 (1,13) 119 ± 22 (1,03) 

5 27 ± 4 (0,90) 27 ± 4 (1,13) 137 ± 10 (1,09) 119 ± 10 (1,00) 322 ± 32 (0,92) 345 ± 27 (1,09) 140 ± 13 (1,11)   98 ± 15 (0,85) 
* p < 0,05 (ANOVA); M ± DP = média e desvio padrão; Controle Negativo (tampão): taxa de reversão espontânea; Controle Positivo (C+); a4-nitro-o-fenilenodiamina (10,0 
μg/placa - TA98 e TA97a); bazida sódica (1,25 μg/placa - TA100); cmitomicina C (0,5 μg/placa - TA102), na ausência de S9; e d2-antramine (1,25 μg/placa - TA98, TA100 e 
TA97a); e2-aminofluoreno (10,0 μg/placa—TA102), na presença de S9.
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Considerando estes resultados preliminares, hidrogéis de alginato 

fisicamente reticulados com viscoelasticidade variável foram avaliados quanto 

ao seu perfil de liberação de queratinócitos, demonstrando-se promissores como 

transportadores celulares. Esses hidrogéis exibiram alta capacidade de 

absorção, manutenção e liberação celular. 

Inicialmente, a viscosidade de cada amostra foi avaliada por meio de 

reologia. Esta análise indicou um aumento na viscosidade do hidrogel com o 

aumento da concentração de alginato, conforme representado na Figura 2, 

variando de 1,1 x 106, 0,5 x 107 e 2 x 107 para concentrações de 1,5%, 3,3% e 

5%, respectivamente. É importante ressaltar que essas viscosidades 

permaneceram estáveis durante todo o tempo de análise. 

 

 

Figura 2 - Resultados dos testes de reologia em hidrogéis de alginato de sódio 

(HAS). 

 



 
 

29 
 

As microestruturas dos HAS estão representadas na Figura 3. As imagens 

MEV revelaram que, particularmente, o HAS 1,5% apresenta uma morfologia 

folheada e uma estrutura interna uniforme e altamente porosa. O aumento na 

concentração de alginato resulta em uma estrutura interna irregular, como 

observado no HAS 3,3%. No HAS 5%, a estrutura interna torna-se ainda mais 

irregular, acompanhada de redução no tamanho dos poros e distribuição 

heterogênea dos poros (Figura 3). 

 

A.  B.  C.  

Figura 3 - Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de hidrogéis 

de alginato de sódio (HAS) com diferentes concentrações de sal alginato de 

sódio.(A) HAS 1,5%; (B) HAS 3,3%; (C) HAS 5%. Ampliação original: ×100. 

 

Experimentos para avaliar a taxa de intumescimento e degradação 

mostraram que para HAS 1,5%, independente do meio (PBS ou DMEM), a 

ruptura da estrutura polimérica começou em cerca de 10 minutos, 

impossibilitando avaliar o intumescimento no decorrer do teste. HAS 1,5% exibiu 

89,0 ± 4,0% de degradação em PBS e 73,7 ± 6,5% em DMEM após 1 hora 

(Figura 4 A e B). 

HAS 3,3% e 5% exibiram menor capacidade de intumescimento em PBS 

do que em DMEM devido à maior força iônica do meio tamponado (Tabela 2). 



 
 

30 
 

Quando imersos em PBS, HAS 3,3% e 5% atingiram o intumescimento 

máximo em 10 (I% = 20,7 ± 6,4) e 20 (I% = 98,6 ± 5,2) minutos, respectivamente. 

Porém, HAS 5% manteve sua estrutura por 1 hora, enquanto o HAS 3,3% 

começou a se degradar após cerca de 30 minutos (Tabela 2, Figura 4). As taxas 

de degradação, após 1 hora, foram de 46,7 ± 4,9% para HAS 3,3% e menos de 

20% para HAS 5%. A degradação completa ocorreu após 24 horas para HAS 

3,3% e 48 horas para HAS 5% (Fig. 4 A). 

Em DMEM, HAS 5% também apresentou maior intumescimento que HAS 

3,3%. Ambos apresentaram um rápido aumento inicial de massa (10 minutos de 

imersão), seguido de intumescimento gradual até o equilíbrio em torno de 3 

horas (Tabela 2). Nesse período, o grau de intumescimento do HAS 3,3% variou 

de 30,8 ± 10,7% (10 min) a 42,6 ± 5,7% (3 horas), enquanto para o HAS 5%, a 

variação foi de 76,7 ± 9,4% (10 min) para 82,1 ± 8,3% (3 horas) (Tabela 2). Após 

24 horas, HAS 5% apresentou perda de massa mais lenta e menos significativa. 

HAS 3,3% manteve-se estável por 48 horas e HAS 5% por 60 horas. 

A degradação do HAS 3,3% começou após 60 horas (degradação de 3,0 

± 1,7%) e o HAS 5% degradou-se somente após 72 horas (degradação de 7,7 ± 

3,1%) (Figura 4 B). 
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Tabela 2 - Valores do grau de intumescimento dos hidrogéis sintetizados com diferentes concentrações de alginato de sódio 

reticulados com CaCl2 em PBS e meio DMEM.  

 PBS DMEM 

 HAS 3,3% HAS 5% HAS 3,3% HAS 5% 

Tempo (minutos) Q (g/g) I% Q (g/g) I% Q (g/g) I% Q (g/g) I% 

10 1,21 ± 0,06 20,7 ± 6,4 1,97 ± 0,06 96,6 ± 6,3 1,31 ± 0,11 30,8 ± 10,7 1,77 ± 0,09 76,7 ± 9,4 

20 1,16 ± 0,01 15,6 ± 0,5 1,99 ± 0,05 98,6 ± 5,2 1,36 ± 0,08 36,4 ± 7,7 1,79 ± 0,09 78,8 ± 9,3 

30   1,94 ± 0,05 93,6 ± 5,2 1,38 ± 0,07 37,6 ± 6,6 1,80 ± 0,09 79,9 ± 8,8 

60     1,40 ± 0,06 40,4 ± 5,8 1,81± 0,09 81,4 ± 9,1 

120     1,41 ± 0,06 41,5 ± 6,1 1,82± 0,08 81,8 ± 8,5 

180     1,43 ± 0,06 42,6 ± 5,7 1,82 ± 0,08 82,1 ± 8,3 

1440     1,31 ± 0,02 31,2 ± 1,6 1,70 ± 0,14 70,4 ± 13,6 

2160     1,21 ± 0,01 21,3 ± 0,6 1,50 ± 0,13 49,7 ± 13,3 

2880     1,10 ± 0,01 10,4 ± 1,0 1,25 ± 0,07 25,0 ± 7,2 
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A. 

 

B.  

 

Figura 4 – Perfil de degradação dos hidrogéis de alginato 1,5%, 3,3% e 5% em PBS 

(A) e meio DMEM (B). 

 

A cinética de liberação foi investigada durante a incubação, onde as células 

migraram, aderiram à superfície da placa e se expandiram (Figura 5). A presença de 

células viáveis pós-liberação do hidrogel foi confirmada com resazurina. 

!
!"
#
!"
$
!"
%
!"
&
!"
' ( # !
!"
%
!"
&
!"
' ( # $ #) ! # $ #) $* )'

!

%!

(!!

(%!

("%+ $"$+ %+

,-./012

+
34
53
45
6/
04
07
8.

!
!"
#
!"
$
!"
%
!"
&
!"
' ( # $ #) ! *! &# ') +* (!
' ! &# ') +* (!
'

(#
!

($
#

(*
'

!

%!

(!!

(%!

("%, $"$, %,

-./0123

,
45
64
56
70
15
18
9/



 
 

33 
 

Nos experimentos com HAS 1,5%, apesar da degradação completa após 24 

horas, foram detectadas 62,3 ± 3,7% de células viáveis. Embora a porcentagem de 

células vivas tenha aumentado e a viabilidade tenha persistido por até 4 dias, ocorreu 

uma queda estatisticamente significativa no 5º dia em comparação aos dias anteriores 

e ao controle negativo (células cultivadas sem aprisionamento de hidrogel) (Figura 5).  

HAS 3,3% e 5% exibiram efeito semelhante nas células aprisionadas, 

permitindo liberação lenta e gradual governada pela difusão celular associada à 

degradação do hidrogel.  

Experimentos com HAS 3,3% mostraram 22,9 ± 5,4% de células vivas após 24 

horas, dobrando no 2º dia (53,6 ± 5,1% de viabilidade celular). O crescimento celular 

exponencial foi observado após 3 dias, com 121,1 ± 1,9% de células viáveis, mantido 

após 4 e 5 dias (133,9 ± 2,0% e 138,4 ± 2,9% de viabilidade celular, respectivamente). 

É importante destacar que apenas 19,7 ± 4,5% de degradação do HAS 3,3% foi 

detectada após 3 dias, atingindo degradação total em aproximadamente 5 dias (Figura 

5). 

Para HAS 5%, após 24 horas, apenas 15,4 ± 1,0% de liberação celular foi 

observada, permanecendo consistente por até 5 dias. A viabilidade celular foi de 36,1 

± 2,2%, 95,5 ± 5,1%, 115,3 ± 4,8% e 128,4 ± 2,1% nos dias 2, 3, 4 e 5, 

respectivamente. Cerca de 55,0 ± 2,0% de degradação da HAS 5% ocorreu no 4º dia, 

com 90,0 ± 1,0% de degradação observada após 5 dias (Figura 5). 
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Figura 5 – Perfil de liberação de células HaCaT aprisionadas em hidrogéis de alginato 

com 1,5%, 3,3% e 5%.  

CN: controle negativo (DMEM com 10% de soro bovino fetal); Resultados foram expressos como média 

± desvio padrão de três ensaios independentes. aestatisticamente diferente do CN em 1 dia de cultivo 

(p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). bestatisticamente diferente do CN nos outros dias de 

cultivo (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, investigamos as características de hidrogéis à base de alginato 

reticulados com CaCl2 na proliferação celular. 

Os testes de citotoxicidade realizados confirmam o potencial de segurança dos 

materiais de partida, alginato e CaCl2, com o último exibindo um efeito citotóxico dose-

dependente. Além disso, o teste de Ames indicou a ausência de um efeito mutagênico 

para alginato e CaCl2. 

O cátion Ca2+ desempenha um papel importante na regulação de processos 

celulares como motilidade, proliferação, metabolismo, secreção, contração e 

alterações na permeabilidade das membranas celulares envolvendo transporte de 

moléculas e íons inorgânicos. Entretanto, o influxo sustentado de Ca2+ na célula leva 
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ao acúmulo de Ca2+ mitocondrial, com danos à membrana interna e perda da 

capacidade das mitocôndrias de acumular Ca2+ (Sulé-Suso et al., 2004). O excesso 

de Ca2+ intracelular pode induzir a morte celular via apoptose ou por necrose, o que 

leva à desintegração das células pela atividade enzimática de proteínas sensíveis ao 

Ca2+ (Florea et al., 2005). 

Sobre estudos de instabilidade genética, Rong et al. (2017) avaliaram 

microesferas de alginato-cálcio carregadas com trombina, e os resultados in vivo 

confirmaram a ausência de irritabilidade e genotoxicidade, indicando a 

biocompatibilidade desejada. Hamouda et al. (2021) demonstraram que o alginato não 

induz mutações cromossômicas in vivo. Além disso, quando combinado com óxido de 

zinco (nanocompósitos de alginato de óxido de zinco), a genotoxicidade induzida pela 

mitomicina C foi significativamente reduzida. O estudo realizado por Ishidate et al. 

(1984) já havia demonstrado a mutagenicidade negativa do CaCl2 nas cepas de S. 

Typhimurium TA92, TA94, TA98, TA100, TA1535 e TA1537. Em 2019, o Painel dos 

Aditivos Alimentares e Aromatizantes Adicionados aos Alimentos (Food Additives and 

Flavorings Added to Food - FAF) emitiu um parecer científico reavaliando o CaCl2 

entre outros cloretos utilizados como aditivos alimentares. Os dados obtidos foram 

satisfatórios e não levantaram preocupações sobre a sua segurança de uso (EFSA, 

2019). 

O alginato compreende uma família de copolímeros binários não ramificados 

envolvendo ácido D-manurônico (M) e ácido L-gulurônico (G), ligados a β-1,4 em 

proporções variadas, formando composições com diversas estruturas sequenciais. A 

interação com íons metálicos divalentes, como Ca2+, resulta em uma estrutura 

ordenada à medida que os cátions se difundem entre as cadeias de alginato, ligando-

se a locais desocupados no polímero (Blandino et al., 1999). A literatura indica que a 
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gelificação envolve a ligação cooperativa de íons de cálcio entre blocos GG alinhados 

de duas cadeias de alginato (Zhang et al., 2020). 

Em nosso estudo, concentrações variadas de alginato de sódio produziram 

hidrogéis com propriedades mecânicas distintas, influenciadas pelo aumento do 

número de moléculas poliméricas e sítios de ligação para Ca2+. Concentrações mais 

altas levaram a reticulações mais densas, aumentando a resistência mecânica.  

Analisando suas propriedades hidrofílicas, observou-se que o intumescimento 

e degradabilidade dos hidrogéis dependem não apenas da concentração de alginato, 

mas também do tipo de veículo utilizado (PBS ou DMEM). O intumescimento envolve 

o aumento de volume do polímero quando imerso em um solvente, influenciado pela 

temperatura, pH e interações específicas entre moléculas da solução e cadeias 

poliméricas (Ullah et al., 2015). 

Os HAS exibiram menor capacidade de intumescimento em PBS do que em 

DMEM devido à maior força iônica do meio tamponado. O maior número de grupos 

hidrofílicos -COO- e OH na cadeia do polímero de alginato em uma concentração 

maior (HAS 5%) resultou em maior capacidade de absorção. Esses grupos interagem 

com moléculas de água durante o processo de intumescimento. 

Sobre a degradabilidade, a taxa de degradação dos HAS em PBS foi mais 

rápida que em DMEM. No entanto, em ambos os veículos, uma maior concentração 

de alginato levou a uma degradação mais lenta. A concentração elevada de NA+ no 

PBS em comparação ao DMEM alterou o equilíbrio da reação, afetando a reticulação 

do alginato. Isso fez com que moléculas de alginato reticuladas por cálcio voltassem 

à solubilidade, formando alginato de sódio (Ma et al., 1994; Cao et al., 2021), 

resultando na decomposição acelerada do hidrogel em PBS. Sob diferentes 

condições, a degradação ocorreu principalmente através da erosão superficial. 
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Ao avaliar o perfil de liberação dos queratinócitos, os hidrogéis atuaram como 

reservatórios, mantendo a viabilidade celular, mas não permitiram a proliferação de 

células aderentes enquanto retidas. Além disso, foi observado que a difusão de 

cátions Ca2+ resultantes da decomposição do hidrogel em cultivo prolongado pode ter 

induzido a morte celular. Diante disso, HAS 1,5% pode ser adequado para estudos de 

curto prazo. A rápida deterioração torna-os inadequados para implementação a longo 

prazo. 

As diferenças nas propriedades viscoelásticas afetaram a migração celular 

dentro do HAS, como observado em concentrações de 3,3% e 5%, mas não limitaram 

a difusão de nutrientes e oxigênio. As redes de hidrogel interconectadas mais densas, 

devido à maior concentração de alginato, aumentam a resistência à difusão celular, 

resultando em tempos de retenção mais longos. Apesar disso, os hidrogéis mantêm a 

capacidade de suportar e liberar células viáveis, demonstrando seu potencial como 

ferramentas versáteis e eficazes em engenharia de tecidos e medicina regenerativa, 

oferecendo novas oportunidades para tratamentos avançados e personalizados. 

Os resultados obtidos neste estudo reforçam as potenciais aplicações do HAS, 

com destaque para a criação de scaffolds destinados à cultura de células in vitro  e ao 

desenvolvimento de modelos de tecidos tridimensionais que mimetizam o ambiente in 

vivo. Essa abordagem representa uma ferramenta promissora para acelerar a 

pesquisa em biologia celular e impulsionar o desenvolvimento de novas terapias 

regenerativas, fornecendo uma plataforma para estudos pré-clínicos. Além disso, 

enfatiza-se a possibilidade de fabricar andaimes com propriedades ajustáveis, 

capazes de atender às demandas específicas de diferentes ambientes biológicos, 

requisitos mecânicos e necessidades do tecido-alvo. O HAS também apresenta 

potencial para uso como implantes biodegradáveis, promovendo a regeneração 
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tecidual e favorecendo a integração dos implantes com o tecido circundante. Devido 

à capacidade dos hidrogéis de preservar e liberar células viáveis de forma controlada 

ao longo do tempo, é possível otimizar a regeneração tecidual em estágios específicos 

do processo de cicatrização. Estudos adicionais são necessários para aprimorar as 

propriedades do HAS e expandir suas aplicações para diferentes tipos de tecidos e 

contextos clínicos. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

Os hidrogéis de alginato reticulados (HAS 1,5%, 3,3% e 5%) demonstraram 

matrizes capazes de confinar queratinócitos, influenciando a migração e proliferação 

celular. Isto contribui para a investigação de condições ideais para incorporação de 

queratinócitos, com o objetivo de regeneração tecidual. As células liberadas exibiram 

espalhamento adequado na superfície, mantendo uma morfologia normal o que é 

adequado para aplicações biomédicas. Nosso estudo destaca o efeito citotóxico dose-

dependente do CaCl2, enfatizando o papel crucial dos processos de lavagem dos 

hidrogéis reticulados para eliminar vestígios de Ca2+ e aumentar a biocompatibilidade 

das amostras preparadas. Além disso, tanto o alginato quanto o CaCl2 não foram 

mutagênicos no teste de Ames, estabelecendo sua segurança em termos de aspectos 

genotoxicológicos. Isto reforça o potencial dos hidrogéis de alginato reticulados como 

candidatos promissores para aplicações em engenharia de tecidos e medicina 

regenerativa. 
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Capítulo 2 
Hidrogéis de Alginato carregados com Exossomos como Moduladores da 

Migração de Células de Melanoma B16-F10 
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RESUMO 
 
Os exossomos têm atraído crescente atenção como agentes terapêuticos no 
tratamento do câncer devido à sua capacidade de modular respostas imunes e 
influenciar fenótipos de células-alvo. No entanto, seu papel na biologia tumoral é 
determinado por diversos fatores, como a fonte das células-tronco mesenquimais 
(CTMs), as condições de cultivo e o microambiente tumoral. Diante disso, este estudo 
teve como objetivo avaliar os efeitos de exossomos derivados de CTMs da medula 
óssea de ratos Sprague-Dawley, incorporados em hidrogéis de alginato (HA), na 
migração e viabilidade de células de melanoma murino (B16-F10). A análise por 
microscopia eletrônica de varredura confirmou que os hidrogéis preservaram sua 
integridade estrutural após a incorporação dos exossomos. Tanto HA quanto os 
hidrogéis carregados com exossomos (HAE) não apresentaram efeitos citotóxicos, 
uma vez que a viabilidade e a capacidade de formação de colônias das células B16-
F10 permaneceram semelhantes às dos controles não tratados. Entretanto, o HAE 
inibiu significativamente a migração celular, uma etapa crucial para a metástase, 
enquanto o HA não demonstrou tal efeito. Esses achados indicam que os exossomos 
mantiveram sua funcionalidade dentro da matriz do hidrogel, modulando de forma 
eficaz a migração tumoral. O estudo destaca o potencial terapêutico de hidrogéis 
carregados com exossomos na regulação do comportamento de células tumorais, 
embora sejam necessárias investigações adicionais para compreender os 
mecanismos moleculares envolvidos e otimizar sua aplicação clínica. 
 
 
Palavras-chave: Exossomos; Hidrogéis de alginato; Terapia do câncer; Migração 
celular; Viabilidade celular. 
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ABSTRACT 
 
Exosomes have gained increasing attention as promising therapeutic agents in cancer 
treatment due to their ability to modulate immune responses and influence target cell 
phenotypes. However, their role in tumor biology is influenced by various factors, 
including the source of mesenchymal stem cells (MSCs), culture conditions, and the 
tumor microenvironment. This study aimed to evaluate the effects of exosomes derived 
from rat Sprague-Dawley bone marrow MSCs, incorporated into alginate hydrogels 
(AH), on the migration and viability of murine melanoma cells (B16-F10). Scanning 
electron microscopy confirmed that the hydrogels preserved their structural integrity 
after exosome incorporation. Both plain AH and exosome-loaded AH (AHE) exhibited 
no cytotoxic effects, as the viability and colony-forming ability of B16-F10 cells 
remained comparable to untreated controls. Notably, AHE significantly inhibited tumor 
cell migration, a critical step in cancer metastasis, whereas AH alone showed no such 
effect. These findings suggest that exosomes retained their functionality within the 
hydrogel matrix, effectively modulating tumor cell migration. This study highlights the 
therapeutic potential of exosome-loaded hydrogels in regulating tumor cell behavior. 
However, further research is needed to elucidate the underlying molecular 
mechanisms and optimize the clinical application of exosome-integrated hydrogels. 
 
Keywords: Exosomes; Alginate hydrogels; Cancer therapy; Cell migration; Cell 
viability.   
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS  

B16-F10 - Células tumorais de melanoma murino; 

CaCl2 - Cloreto de cálcio; 

CTMs - Células-tronco mesenquimais; 

CoFe2O4 - Ferrita de cobalto; 

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium (Meio Eagle Modificado de Dulbecco); 

DMSO – Dimetilsulfóxido; 

FS – Fração de sobrevivência; 

HAE – Hidrogel de alginato com exossomos; 

HA - Hidrogel de alginato; 

MHC I - Moléculas de classe I do complexo de histocompatibilidade; 

MMS – Metilmetanossulfonato; 

PBS - Phosphate buffered saline (tampão fosfato); 

SFB – Soro fetal bovino; 

TGF-β - Transformador-β; 

VEs - Vesículas extracelulares. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O termo "câncer" abrange um grupo de mais de 100 doenças caracterizadas 

por processos biológicos complexos, incluindo alterações na regulação do ciclo 

celular, perda de função celular e a migração e invasão de células mutadas em outros 

tecidos (Hausman et al., 2019; Haffner et al., 2021). Os principais mecanismos 

subjacentes à carcinogênese envolvem mutações que ativam oncogenes e desativam 

genes supressores de tumor. Essas mutações podem surgir de processos endógenos, 

como erros durante a replicação celular, herança genética, inflamação crônica e 

estresse oxidativo, ou de fatores exógenos, como exposição a agentes mutagênicos 

ou genotóxicos (Béliveau et al., 2007; George et al., 2017). 

No Brasil, estima-se que 704 mil novos casos de câncer ocorram entre 2023 e 

2025, com 483 mil casos excluindo o câncer de pele não melanoma, o tipo mais 

prevalente no país, representando cerca de 30% de todos os tumores malignos 

registrados (INCA 2024). 

Sobre o câncer de pele, o melanoma corresponde a aproximadamente 3% das 

neoplasias malignas da pele e apresenta o maior risco de metástase, sendo a forma 

mais grave da doença (Hausman et al., 2019; Haffner et al., 2021). Originado de 

células da linhagem de melanócitos, o melanoma é caracterizado por um padrão de 

crescimento invasivo e disseminação precoce. Embora fatores de risco endógenos, 

como pele clara e predisposição genética para múltiplos nevos, contribuam para seu 

desenvolvimento, a exposição à luz ultravioleta permanece como o fator de risco 

exógeno mais significativo (Lodde et al., 2020). 

Os tratamentos para melanoma incluem a excisão cirúrgica da área afetada, 

com radioterapia e quimioterapia sendo abordagens padrão para estágios avançados 
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(INCA 2024). No entanto, esses tratamentos estão associados a toxicidade 

significativa e efeitos adversos, o que impulsiona a necessidade de estratégias 

terapêuticas inovadoras. 

Os exossomos, uma classe de vesículas extracelulares (VEs) de origem 

endossomal e dimensões nanométricas, são mediadores da comunicação intercelular 

tanto em condições fisiológicas quanto patológicas. Essas vesículas podem conter 

DNA, RNA, lipídios, metabólitos, proteínas citosólicas e de superfície celular 

(Kugeratski et al., 2021). Estudos revelaram que o conteúdo molecular dos exossomos 

derivados de células saudáveis difere significativamente daqueles das células 

cancerígenas (Abdouh et al., 2017). 

No contexto do câncer, os exossomos podem modular o microambiente 

tumoral, influenciando processos como imunossupressão, progressão tumoral e 

respostas às terapias existentes (Kugeratski et al., 2021; Xu et al., 2020). Exossomos 

podem expressar moléculas envolvidas na imunossupressão, como PD-L1 e fator de 

transformação do crescimento-β (TGF-β) (Daassi et al., 2020; Kugeratski et al., 2021). 

Além disso, exossomos de células dendríticas e tumorais foram encontrados 

expressando moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I 

(MHC I) e marcadores tumorais, como proteínas de choque térmico (HSPs). Essas 

moléculas estão implicadas na apresentação de antígenos e na ativação de células T, 

permitindo respostas antitumorais dependentes de células T CD8+ em estudos in vitro  

e in vivo (Li et al., 2006; Xu et al., 2020). 

Diante dessas descobertas, este estudo tem como objetivo investigar os efeitos 

da terapia com hidrogel contendo exossomos derivados de células-tronco 

mesenquimais (CTMs) sobre a proliferação e migração in vitro  de células de 

melanoma murino (B16-F10). Esta pesquisa busca contribuir para o entendimento das 
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respostas biológicas associadas às terapias baseadas em exossomos, fornecendo 

uma base científica para estudos futuros que explorem abordagens inovadoras para 

o tratamento do câncer. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar os efeitos do hidrogel de alginato (HA) contendo exossomos (HAE) 

derivados de células-tronco mesenquimais (CTMs) sobre a viabilidade, 

clonogenicidade e migração de células de melanoma murino (B16-F10) em ensaios in 

vitro  .  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Incorporar exossomos em HA;  

• Avaliar a morfologia dos hidrogéis por microscopia eletrônica de varredura e as 

propriedades reológicas dos hidrogéis HA e HAE;  

• Avaliar o efeito dos hidrogéis sobre a viabilidade celular das células B16-F10, 

utilizando o ensaio de redução de resazurina; 

• Determinar a influência dos hidrogéis na capacidade clonogênica das células B16-F10 

por meio de ensaios de sobrevivência clonogênica; 

• Analisar o efeito dos hidrogéis na migração celular das células B16-F10 utilizando o 

ensaio de arranhão. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Hidrogéis de alginato com exossomos 

Os exossomos foram isolados do meio condicionado de células-tronco 

mesenquimais (CTMs) derivadas da medula óssea de ratos Sprague-Dawley 

utilizando cromatografia por exclusão de tamanho (colunas Izon qEVsingle SEC, 

Boston, EUA), seguindo a metodologia detalhada em estudos anteriores (Kamińska et 

al., 2023; Robinson et al., 2024). As amostras de exossomos foram armazenadas a -

80 °C para preservar sua integridade. Esses exossomos foram incorporados em HA 

preparados usando uma solução de alginato de sódio a 1,5% (p/v) dissolvida em água. 

A suspensão de exossomos (25 µL) foi adicionada à solução de alginato (200 µL) à 

temperatura ambiente, seguida de reticulação com uma solução de cloreto de cálcio 

(CaCl₂) a 0,1% para formar o hidrogel (Shafei et al., 2020). Os hidrogéis foram 

designados como HAE (hidrogéis contendo exossomos) e HA (hidrogéis de alginato 

sem exossomos), sendo o último utilizado como controle nos ensaios biológicos. 

A morfologia da superfície dos hidrogéis foi analisada com um microscópio 

eletrônico de varredura (FEI Inspect S 50, no Laboratório de Caracterização Estrutural, 

UFSCar, Brasil). Os hidrogéis foram preparados e liofilizados a -50 °C para remover 

qualquer umidade residual. Posteriormente, foram seccionados e revestidos com uma 

fina camada de ouro para melhorar a condutividade. A avaliação microestrutural foi 

realizada com uma voltagem de aceleração de 2,0 kV. Testes reológicos foram 

realizados utilizando um reômetro Anton Paar RheoCompass MCR-92 para avaliar a 

influência da incorporação de exossomos na viscosidade do HA. Os testes foram 

realizados a 25 °C com uma geometria de placa de 50 mm de diâmetro e um intervalo 



 
 

53 
 

de 0,2 mm. As medições de viscosidade foram realizadas em uma faixa de taxa de 

cisalhamento de 1 a 100 s⁻¹. 

 

3.2 Linhagem celular e condições de cultura 

A linhagem celular de melanoma murino B16-F10 (ATCC® CCL-6475™) foi 

obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivada em Meio Eagle 

Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Aldrich), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB - Gibco). As condições de incubação foram mantidas a 37°C com 

5% de CO₂ e 95% de umidade. Durante o período experimental, a linhagem celular foi 

subcultivada por tripsinização ao atingir a confluência. 

 

3.3 Viabilidade celular - Ensaio de redução de resazurina 

A viabilidade das células B16-F10 foi avaliada usando o indicador metabólico 

resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-óxido, Sigma Aldrich Corp., St. Louis, 

MO, EUA). A avaliação foi conduzida após tratamentos de 48 horas com HA e HAE 

(200 µL). As células foram semeadas em placas de 24 poços a uma densidade inicial 

de 1 × 10⁵ células/poço e incubadas por 24 horas para permitir a adesão celular, a 

formação de uma monocamada semiconfluente e a progressão para a fase de 

crescimento exponencial. Células não tratadas cultivadas em meio de cultura 

completo foram utilizadas como controle negativo, enquanto células expostas a 50% 

de dimetilsulfóxido (DMSO) foram usadas como controle positivo para citotoxicidade. 

Após o período de tratamento, 0,01% (p/v) de resazurina foi adicionado a cada poço 

para análise (Page et al., 1993). As medições de fluorescência foram obtidas usando 

um leitor de microplacas Cytation (Biotek®) com filtros de excitação e emissão de 530 

nm e 590 nm, respectivamente. A fluorescência de células não tratadas (controle 



 
 

54 
 

negativo) foi definida como 100% e utilizada como referência para o cálculo da 

porcentagem de células viáveis.  

 

3.4 Ensaio de sobrevivência clonogênica 

No ensaio de sobrevivência clonogênica, as células B16-F10 foram semeadas 

em placas de 6 poços em uma concentração inicial de 1 × 10⁵ células/poço em 2 mL 

de meio de cultura completo e incubadas sob condições de cultivo por 24 horas. Após 

a incubação, as células foram tratadas com HA e HAE (400 µL) por 24 e 48 horas. 

Células não tratadas cultivadas em meio DMEM completo foram utilizadas como 

controle negativo. No final do período de tratamento, as células foram lavadas, 

tripsinizadas e contadas usando uma câmara de Neubauer para obter uma suspensão 

contendo 200 células/poço. Essas células foram semeadas novamente em placas de 

6 poços e incubadas novamente para permitir a formação de colônias a partir de 

células individuais. Após sete dias de cultivo, as colônias foram lavadas, fixadas com 

uma solução de metanol:ácido acético:água destilada (1:1:8) por 30 minutos, coradas 

com 2 mL de corante Giemsa (Sigma-Aldrich) diluído em tampão fosfato (1:20) por 20 

minutos e contadas (Franken et al., 2006). O número de colônias no controle negativo 

foi considerado 100%, e as frações de sobrevivência (FS) para cada tratamento foram 

calculadas conforme a equação (1): 

 

𝐹𝑆% = 2ú4.)%	$.	+%-ô,6*7	.4	+*$*	()*(*4.,(%
2ú4.)%	$.	+%-ô,6*7	$%	+%,()%-.	,.8*(69%

𝑥100  (1) 

 

3.5 Ensaio de migração celular 

Para o ensaio de migração celular (ensaio de arranhão), as células B16-F10 

foram semeadas a uma densidade de 1 × 10⁶ células/poço em placas de cultura de 
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24 poços. Após atingirem confluência, uma área livre de células foi criada riscando a 

monocamada com a ponteira de uma pipeta estéril de 200 µL. O meio de cultura foi 

então substituído para remover detritos celulares, e as células foram tratadas com HA 

e HAE (200 µL). A migração celular para a área livre foi monitorada em 24 e 48 horas. 

Microfotografias foram capturadas utilizando uma câmera digital (DFC7000T) 

acoplada a um microscópio óptico (Leica DMi8, Frankfurt, Alemanha). A migração foi 

quantificada utilizando o software de análise ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA) e 

normalizada em relação à área inicial livre de células no tempo 0 (Martinotti et al., 

2020). 

 

3.6 Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo software Graph Pad 

Prism 7.0 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) utilizando análise de 

variância One way ANOVA para determinar as significâncias estatísticas, seguida pelo 

teste de Tukey considerando p < 0,05.  

 

4. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos no capítulo 2 foram aceitos para publicação no periódico 

International Journal of Advances in Medical Biotechnology 

(https://journalamb.com/index.php/jamb/). 

 

As microestruturas de HA e HAE, juntamente com os resultados da análise 

reológica de viscosidade, estão apresentados na Figura 1. As imagens de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) revelam que o hidrogel de HA possui uma estrutura 
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interna uniforme e altamente porosa (Figura 1A). Após a incorporação do meio 

condicionado contendo exossomos, foram observadas alterações na morfologia do 

hidrogel, incluindo uma redução no tamanho dos poros (Figura 1B). Uma análise 

ampliada da área destacada na Figura 1B evidencia os exossomos integrados à matriz 

do HA (Figura 1C). Apesar da perda da forma esférica dos exossomos devido ao 

processo de liofilização, as imagens demonstram que a integridade das membranas 

externas foi preservada.  

Além das mudanças estruturais, a incorporação de exossomos resultou em um 

aumento significativo na viscosidade do hidrogel, conforme demonstrado na Figura 

1D. Esse aumento de viscosidade no HAE, em relação ao HA, é consistente com a 

maior densidade estrutural do hidrogel enriquecido com exossomos, reforçando a 

interação entre os exossomos e a matriz porosa. 
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Figura 1. Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de HA (A), HAE (B), 

uma análise ampliada da região em (B) indicada por setas, destacando os exossomos 

na estrutura do hidrogel (C), e os resultados da análise de viscosidade (D). 

 

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular, avaliados por meio do ensaio 

de resazurina, e das frações de sobrevivência obtidas no ensaio de sobrevivência 

clonogênica não apresentaram diferenças estatisticamente significativas em relação 

ao controle negativo. Tanto HA quanto HAE não induziram redução na viabilidade das 

células B16-F10 (Figura 2), nem inibiram a formação de colônias (Figura 3), 

independentemente do tempo de tratamento (24 ou 48 horas), sugerindo que, nas 

condições testadas, nenhum dos hidrogéis exibiu efeitos citotóxicos na linhagem de 

células B16-F10. 

A B

C D
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Apesar disso, o ensaio de migração celular revelou diferenças estatisticamente 

significativas entre os tratamentos. Enquanto o HA não interferiu na migração das 

células B16-F10, o HAE mostrou uma inibição significativa da migração celular em 

comparação ao controle negativo (meio de cultura suplementado com 10% de SFB). 

Esse efeito inibitório foi evidente no tempo de análise de 48 horas (Figura 4), indicando 

que o HAE possui um potencial modulador sobre o comportamento migratório das 

células tumorais. 

 

 

Figura 2 - Viabilidade celular (%) de células B16-F10 após o tratamento de 48 horas 

com hidrogel de alginato de sódio incorporado (HAE) ou não (HA) com exossomos. 

CN: controle negativo (DMEM com 10% de soro bovino fetal, 100% de viabilidade celular); CP: controle 

positivo (dimetilsulfóxido 50%); Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três 

ensaios independentes. *Estatisticamente diferente de CN (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de 

Tukey). 

 

!" !# A% A%C
'

E'

)'

*'

H'

,''

,E'

-

!"
#$
"%"
&#
&'
()
'%
*%
#+
((,
-
.



 
 

59 
 

 

Figura 3 - Fração de sobrevivência (%) de células B16-F10 após o tratamento de 24 

e 48 horas com hidrogel de alginato de sódio incorporado (HAE) ou não (HA) com 

exossomos. 

CN: controle negativo (DMEM com 10% de soro bovino fetal, 100% de viabilidade celular). Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três ensaios independentes. 

*Estatisticamente diferente de CN (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). 

 

 

Figura 4 – Porcentagem de migração de células B16-F10 tratadas com hidrogel de 

alginato de sódio incorporado (HAE) ou não (HA) com exossomos. 
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A zona livre de células nos pontos de estudo designados foi normalizada em relação àquela obtida em 

0 h. CN, controle negativo (meio de cultura com 10% de soro fetal bovino). *Estatisticamente diferente 

de CN (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey). 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Os exossomos têm se destacado como candidatos promissores na terapia 

contra o câncer devido à sua capacidade de modular respostas imunológicas e 

transferir cargas moleculares que podem influenciar o fenótipo de células-alvo. No 

entanto, essas vesículas apresentam uma natureza dual na biologia do câncer, 

atuando como mediadores parácrinos que tanto podem promover quanto suprimir a 

progressão tumoral (Xu et al., 2020; Yang et al., 2023). 

Estudos mostram que, embora os exossomos derivados de CTMs possam 

facilitar a progressão tumoral ao transferirem moléculas sinalizadoras, como miRNAs, 

que ativam vias como ERK1/2 em tumores sólidos (Zhu et al., 2012; Du et al., 2014; 

Zhao et al., 2019; Zhou et al., 2021), eles também podem exercer efeitos antitumorais 

ao transportar miRNAs, proteínas e RNAs longos não codificantes (lncRNAs) que 

suprimem a proliferação de células cancerígenas e induzem apoptose (Wu et al., 

2013; Bruno et al., 2013; Furuta et al., 2016; Reza et al., 2016; Takahara et al., 2016; 

Maffey et al., 2017; Zhang et al., 2020). Esses efeitos opostos ressaltam a 

complexidade do uso terapêutico de exossomos derivados de CTMs no câncer, uma 

vez que a eficácia na terapia é influenciada por fatores como a origem das CTMs, 

condições de cultivo, os métodos de extração de exossomos e as características do 

microambiente tumoral (Yang et al., 2023). 

Dada essa complexidade, é essencial padronizar protocolos para o cultivo de 

CTMs e o isolamento de exossomos a fim de elucidar seus efeitos em diferentes tipos 
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de câncer (Yang et al., 2023). Nesse contexto, o presente estudo investigou os efeitos 

de exossomos derivados de CTMs da medula óssea de ratos Sprague-Dawley 

incorporados em hidrogéis de alginato (HA), particularmente na modulação da 

migração e viabilidade de células de melanoma murino (B16-F10). 

Os resultados obtidos demonstraram que os HA (1,5% p/v) utilizados neste 

estudo atuaram como uma plataforma para a incorporação dos exossomos, 

oferecendo um ambiente protetor que potencialmente contribui para sua estabilidade. 

A análise reológica revelou que a presença de exossomos aumentou 

significativamente a viscosidade do hidrogel, indicando uma matriz mais densa e 

coesa. Isso sugere que o hidrogel foi capaz de integrar os exossomos, preservando 

sua funcionalidade como um sistema de suporte. Além disso, a rápida degradação 

dos HA os torna especialmente adequados para estudos de curto prazo (dados 

apresentados no Capítulo 1), permitindo a liberação eficaz dos exossomos enquanto 

mantém sua atividade biológica. Embora essas evidências sejam corroboradas por 

análises reológicas e estruturais, são necessários ensaios moleculares e funcionais 

adicionais para validar de forma conclusiva a estabilidade e a integridade dos 

exossomos dentro dessa matriz. Esses estudos complementares são fundamentais 

para confirmar o potencial do sistema como uma abordagem terapêutica eficaz. 

Os dados mostraram que tanto HA quanto HAE não induziram citotoxicidade 

em células B16-F10. A viabilidade celular e a capacidade de formação de colônias 

das células tratadas com HA e HAE permaneceram comparáveis ao grupo controle 

não tratado, indicando que os exossomos não afetaram a capacidade proliferativa 

dessas células. No entanto, um efeito inibitório significativo na migração celular foi 

observado com o tratamento HAE. A migração celular é um processo essencial em 

várias funções fisiológicas, como desenvolvimento tecidual, resposta imune, 



 
 

62 
 

cicatrização de feridas e, no contexto oncológico, a metástase, um dos principais 

marcadores de malignidade tumoral (Morales et al., 2021). Enquanto o HA não 

influenciou a migração das células de melanoma, HAE suprimiu de maneira eficaz o 

movimento celular, destacando o potencial dos exossomos derivados de CTMs na 

regulação da migração de células tumorais. 

Estudos têm demonstrado que exossomos derivados de CTMs podem reduzir 

a angiogênese, um processo essencial para o crescimento tumoral, ao modular 

negativamente fatores como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o 

CD31, ambos marcadores críticos da angiogênese (Lee et al., 2013; Pakravan et al., 

2017). 

Em um estudo realizado por Pakravan et al. (2017), a transferência exosomal 

do miR-100 de CTMs para células de câncer de mama reduziu, de forma dose-

dependente, a expressão de VEGF, suprimindo a angiogênese in vitro  . Essa inibição 

foi atribuída à modulação da via de sinalização mTOR/HIF-1α nas células tumorais. 

Além disso, o meio condicionado de células de câncer de mama tratadas com 

exossomos de CTMs demonstrou reduzir a migração e proliferação de células 

endoteliais, destacando o papel inibitório desses exossomos na angiogênese. 

Outros estudos mostraram que CTMs que expressam miR-146b secretam 

exossomos carregados com miR-146b. Esse miRNA direciona o mRNA do EGFR 

(receptor do fator de crescimento epidérmico), reduzindo a expressão de EGFR e NF-

κB em células de glioma, o que inibe a migração e a invasão celular. Além disso, essa 

entrega exosomal de miR-146b resultou em redução do volume tumoral in vivo 

(Katakowski et al., 2013). De maneira semelhante, a entrega exosomal de miR-143 

por CTMs humanas derivadas da medula óssea inibiu a migração de células de 

osteossarcoma, especificamente a linhagem celular 143B (Shimbo et al., 2014). Na 
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maioria dos casos, os exossomos induziram a parada do ciclo celular nas fases G0/G1 

ou G2/M, limitando a proliferação celular tumoral (Shojaei et al., 2019). 

Embora os mecanismos pelos quais os exossomos de CTMs inibem a migração 

de células de melanoma B16-F10 permaneçam pouco claros, estudos mostram 

insights sobre possíveis vias. Por exemplo, Otsu et al. (2009) demonstraram, em um 

modelo in vivo de melanoma, que a injeção de CTMs reduziu a expressão de 

marcadores endoteliais e a formação da vasculatura tumoral. Maestroni et al. (1999) 

observaram que a coinjeção de CTMs da medula óssea com células tumorais em 

camundongos C57BL/6 inibiu o crescimento tumoral e a formação de metástases nos 

modelos de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) e células de melanoma B16. Esses 

estudos sugerem que exossomos de CTMs podem desempenhar um papel 

fundamental na modulação da progressão tumoral e da metástase por meio de 

diversos mecanismos celulares e moleculares. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que os exossomos derivados de CTMs de 

medula óssea incorporados em HA inibiram efetivamente a migração de células de 

B16-F10 sem afetar sua viabilidade, sugerindo um papel promissor no controle da 

metástase tumoral. Esses resultados ressaltam a necessidade de mais estudos para 

esclarecer as vias moleculares envolvidas e otimizar a aplicação clínica de hidrogéis 

integrados a exossomos no tratamento do câncer. 
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Hidrogéis de Alginato de Sódio Carregados com Vesículas Extracelulares 

Derivadas de Células-Tronco Mesenquimais: Um Biomaterial Promissor para 

Promover a Cicatrização de Feridas e a Regeneração da Pele 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

71 
 

RESUMO 
 
A cicatrização de feridas é um processo complexo frequentemente prejudicado em 
ferimentos graves, como feridas crônicas e queimaduras, exigindo abordagens 
terapêuticas inovadoras. Vesículas extracelulares derivadas de células-tronco 
mesenquimais (CTMs-VEs) têm se mostrado promissoras na modulação de vias 
celulares importantes, mas sua aplicação clínica é limitada pela baixa 
biodisponibilidade e estabilidade. Este estudo teve como objetivo avaliar a segurança 
e eficácia de hidrogéis de alginato de sódio (HAS-VEs) carregados com vesículas 
extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais para cicatrização de feridas, 
com foco em triagem pré-clínica in vitro , migração celular, citotoxicidade, 
genotoxicidade e potencial de irritação. CTMs-VEs derivadas da medula óssea de 
ratos Sprague-Dawley foram isoladas pela técnica de cromatografia de exclusão de 
tamanho do meio condicionado coletado em quatro tempos diferentes (24, 36, 48 e 60 
horas) e caracterizadas por Nano Tracking Analysis (NTA), Dynamic Light Scattering 
(DLS) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). A maior concentração de CTMs-
VEs foi obtida do meio condicionado coletado em 36 horas, com tamanhos 
consistentemente abaixo de 200 nm, confirmando a eficiência do método de 
isolamento. A caracterização confirmou a incorporação bem-sucedida de CTMs-VEs 
em hidrogéis com propriedades viscoelásticas desejáveis. Ensaios biológicos 
demonstraram que HAS-VEs estimularam a migração de células HaCaT e exibiram 
baixa citotoxicidade em modelos 2D e 3D, sem efeitos genotóxicos ou mutagênicos. 
Ensaios HET-CAM confirmaram a ausência de potencial de irritação. Essas 
descobertas promissoras destacam o potencial dos HAS-VEs como um biomaterial 
seguro e eficaz para melhorar a cicatrização de feridas e a regeneração da pele, 
abrindo caminho para mais pesquisas em aplicações de engenharia de tecidos. 
 
Palavras-chave: Vesículas extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais; 
Hidrogéis de alginato de sódio; Migração celular; Citotoxicidade; Genotoxicidade. 
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ABSTRACT 
 
Wound healing is a complex process often impaired in severe injuries such as chronic 
wounds and burns, requiring innovative therapeutic approaches. Mesenchymal stem 
cells-derived extracellular vesicles (MSCs-EVs) have shown promise in modulating 
key cellular pathways, but their clinical application is limited by low bioavailability and 
stability. This study aimed to evaluate the safety and efficacy of sodium alginate 
hydrogels (SAH-EVs) loaded with mesenchymal stem cells-derived extracellular 
vesicles for wound healing, focusing on in vitro  preclinical screening, cell migration, 
cytotoxicity, genotoxicity, and irritation potential. MSCs-EVs derived from bone marrow 
of Sprague-Dawley rats were isolated of the conditioned medium collected at four 
different time points (24, 36, 48, and 60 hours) utilizing the size exclusion 
chromatography (SEC) technique and characterized by Nano Tracking Analysis (NTA), 
Dynamic Light Scattering (DLS) and Scanning Electron Microscopy (SEM). The 
highest MSCs-EVs concentration was obtained from the conditioned medium collected 
at 36 hours, with sizes consistently below 200 nm, confirming the efficiency of the 
isolation method. Characterization confirmed successful MSCs-EVs incorporation into 
hydrogels with desirable viscoelastic properties. Biological assays demonstrated that 
SAH-EVs stimulated HaCaT cell migration and exhibited low cytotoxicity in 2D and 3D 
models, with no genotoxic or mutagenic effects. HET-CAM assays confirmed the 
absence of irritation potential. These promising findings highlight the potential of SAH-
EVs as a safe and effective biomaterial for enhancing wound healing and skin 
regeneration paving the way for further exploration in tissue engineering applications. 
 
Keywords: Mesenchymal stem cells-derived extracellular vesicles; Sodium alginate 
hydrogels; Cell migration; Cytotoxicity; Genotoxicity. 
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS  
 
CaCl2 - Cloreto de cálcio; 
 
CAM - Membrana corioalantoica; 
 
CTMs - Células-tronco mesenquimais; 
 
CTMS-Ves- vesículas extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais 
 
CoFe2O4 - Ferrita de cobalto; 
 
DLS - Dynamic Light Scattering; 
 
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium; 
 
DMSO – Dimetilsulfóxido; 
 
FS – Fração de sobrevivência; 
 
HaCaT - Queratinócitos imortais de pele humana; 
 
HAE – HAS carregada com CTMs-VEs;  
 
HAS - Hidrogel de alginato de sódio; 
 
HDFs - Fibroblastos dérmicos humanos; 
 
HET-CAM - Hen's Egg Test – Chorioallantoic Membrane 
 
HGF - Fator de crescimento de hepatócitos; 
 
HUVECs - Células endoteliais da veia umbilical humana; 
 
HSP - Proteínas de choque térmico; 
 
IL-6 - Interleucina-6; 
 
IM – Índice de mutagenicidade; 
 
IPBC - Índice de proliferação com bloqueio de citocinese; 
 
IPSC - Células-tronco pluripotentes induzidas; 
 
MEV - Microscopia eletrônica de varredura; 
 
MHC I - Moléculas de classe I do complexo de histocompatibilidade; 
 
MMS – Metilmetanossulfonato; 
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MN – Ensaio do micronúcleo;  
 
NTA - Nano Tracking Analysis; 
 
NHDF-1- Fibroblastos dérmicos; 
 
PBS - Tampão fosfato salina; 
 
SFB – Soro fetal bovino; 
 
TGF-β - Transformador-β; 
 
VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular; 
 
VEs - Vesículas extracelulares 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Feridas crônicas e lesões cutâneas graves, como queimaduras, representam 

um desafio global significativo para a saúde, levando a gastos substanciais com saúde 

pública e impactando severamente a qualidade de vida dos pacientes. Essas 

condições são alarmantemente prevalentes, afetando aproximadamente 20 milhões 

de pessoas no mundo (Sharma et al., 2024). 

O processo de cicatrização de feridas é uma sequência biológica complexa e 

altamente regulada que envolve fases interdependentes, incluindo hemostasia, 

inflamação, proliferação e remodelação tecidual (Mascharak et al., 2022). Ao longo 

dessas fases, as células da pele (fibroblastos) e as células imunológicas interagem de 

várias maneiras, com cada interação desempenhando um papel distinto em estágios 

específicos para orquestrar e refinar o processo de cicatrização de feridas. No entanto, 

em casos de feridas graves, esse processo é frequentemente prejudicado e os 

tratamentos convencionais podem não ser bem-sucedidos. Consequentemente, há 

uma necessidade urgente de desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas 

mais eficientes, seguras e acessíveis (Kaplani et al., 2018; Kolimi et al., 2022; Falanga 

et al., 2022). Abordar essa questão requer estratégias terapêuticas inovadoras para 

melhorar o processo de cura, reduzir os custos de saúde e melhorar os resultados dos 

pacientes. 

Uma área promissora na pesquisa de cicatrização de feridas e regeneração da 

pele envolve o uso de vesículas extracelulares (VEs), especialmente exossomos e 

microvesículas, que são um grupo de vesículas ligadas à membrana naturalmente 

liberadas pelas células (György et al., 2011). Os exossomos são um pequeno tipo de 

VE, com tamanho entre 30-150 nm e origem endossomal, e são os mediadores 
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essenciais da comunicação intercelular, influenciando vários processos fisiológicos e 

patológicos (Kugeratski et al., 2021). Ao transportar componentes intracelulares, eles 

regulam funções biológicas e servem como transportadores de substâncias ativas. 

Microvesículas, variando de 100 a 1.000 nm de tamanho, são diretamente eliminadas 

da superfície celular em resposta a estímulos fisiológicos ou patológicos e 

desempenham um papel crítico na comunicação intercelular ao fornecer carga 

bioativa, incluindo proteínas, lipídios, RNA e DNA, para células receptoras (Akers et 

al., 2013). 

VEs derivadas de células-tronco mesenquimais (CTMs-VEs) são 

particularmente notáveis por seu papel na mediação dos efeitos parácrinos das 

células-tronco, oferecendo uma abordagem terapêutica sem células com o potencial 

de melhorar a cicatrização de feridas (Ha et al., 2020). Estudos mostraram que CTMs-

VEs modulam a expressão de moléculas-chave, incluindo fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformador β1 (TGF-β1), 

interleucina-6 (IL-6) e fator de crescimento de hepatócitos (HGF), que são essenciais 

para imunomodulação e angiogênese (Tutuianu et al., 2021). 

No entanto, apesar de seu potencial, as CTMs-VEs enfrentam desafios como 

baixa biodisponibilidade e estabilidade biológica, que limitam sua eficácia terapêutica 

(Zhang et al., 2022; Peng et al., 2023). Para lidar com essas limitações, os hidrogéis 

de alginato de sódio (HAS) surgiram como um sistema de entrega eficaz na 

engenharia de tecidos. Conhecido por sua biocompatibilidade e resposta imunológica 

favorável, o HAS é amplamente usado para entregar medicamentos, células, genes e 

proteínas, melhorando assim os resultados terapêuticos (Su et al., 2021; Sheng et al., 

2021; Reig-Vano et al., 2021; Bogdanova et al., 2022). Suas propriedades anti-

inflamatórias e capacidade de promover o crescimento celular os tornam candidatos 
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ideais para o tratamento de lesões de pele, servindo como um excelente curativo 

biológico (Aderibigbe et al., 2018; Zhang et al., 2020; Fayyazbakhsh et al., 2022). 

A demanda por novas abordagens terapêuticas eficazes em engenharia de 

tecidos surge dos desafios associados ao tratamento de lesões cutâneas graves, 

como queimaduras ou feridas crônicas causadas por certas condições 

dermatológicas, onde o processo de cicatrização pode se tornar desregulado ou falhar 

completamente (Liang et al., 2021). Neste contexto, este estudo teve como objetivo 

avaliar a eficiência e a segurança de uma nova terapia baseada em HAS carregada 

com CTMs-VEs (HAS-VEs) realizando estudos de triagem pré-clínica in vitro  de 

cicatrização de feridas cutâneas em células HaCaT, dado o papel fundamental dos 

queratinócitos na regeneração da pele. Além de avaliar a citotoxicidade, 

genotoxicidade e sua influência na migração de células HaCaT, o estudo também 

investigou o potencial mutagênico usando o teste de Ames e avaliou o potencial de 

irritação, fornecendo uma análise abrangente da segurança e eficácia terapêutica 

desses biomateriais inovadores. 

 

2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a eficiência e a segurança de uma nova terapia baseada em hidrogel 

de alginato de sódio (HAS) carregado com vesículas extracelulares derivadas de 

células-tronco mesenquimais (CTMs-VEs) (HAS-VEs) por meio de estudos de 

migração celular, citotoxicidade, genotoxicidade e potencial de irritação. 
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2.2 Objetivos Específicos 

• Isolar CTMs-VEs derivadas da medula óssea de ratos Sprague-Dawley pela técnica 

de cromatografia de exclusão de tamanho do meio condicionado coletado em quatro 

tempos diferentes (24, 36, 48 e 60 horas); 

• Caracterizar as CTMs-VEs por análise de rastreamento de nanopartículas (Nano 

Tracking Analysis, NTA) e Espalhamento Dinâmico de Luz (Dynamic Light Scattering, 

DLS); 

• Incorporar as CTMs-VEs em HAS;  

• Avaliar a morfologia dos hidrogéis por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e as 

propriedades reológicas dos hidrogéis HAS e HAS-VEs;  

• Analisar o efeito dos hidrogéis e das CTMs-VEs na migração de queratinócitos 

(células HaCaT) utilizando o ensaio de arranhão, como indicador de seu potencial 

cicatrizante; 

• Avaliar o efeito dos hidrogéis e das CTMs-VEs sobre a viabilidade das células HaCaT 

em monocamadas de células e em modelos celulares tridimensionais, utilizando o 

ensaio de redução de resazurina; 

• Determinar a influência dos hidrogéis e das CTMs-VEs na capacidade clonogênica 

das células HaCaT por meio de ensaios de sobrevivência clonogênica; 

• Investigar a genotoxicidade dos hidrogéis e das CTMs-VEs por meio do ensaio do 

micronúcleo em células HaCaT; 

• Determinar o potencial mutagênico dos hidrogéis e das CTMs-VEs utilizando o teste 

de Ames; 

• Avaliar o potencial de irritação dos hidrogéis e das CTMs-VEs por meio do ensaio 

HET-CAM. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1. Isolamento e Caracterização de MSCs-EVs 

CTMs-VEs foram extraídas do meio condicionado de CTMs derivadas de 

medula óssea de ratos Sprague-Dawley cultivados em quatro tempos diferentes (24, 

36, 48 e 60 horas). Para isolamento, o meio condicionado, armazenado a -80°C, foi 

filtrado em temperatura ambiente usando filtros de seringa (Sartorius Minisart High 

Flow PES, 28 mm Luer Lock, 0,22 µm, Sterile, Boston, EUA) para remover detritos 

celulares e partículas maiores. Após a filtração, o meio foi submetido à centrifugação 

diferencial (300 g por 10 minutos, depois 2.000 g por 20 minutos) a 4°C e concentrado 

usando filtros de ultrafiltração (Merck Millipore + Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Alemanha). O meio concentrado foi então processado por cromatografia de exclusão 

de tamanho (colunas Izon qEVsingle SEC, Boston, EUA) e posteriormente 

concentrado usando filtros de ultrafiltração para obter a fração enriquecida de CTMs-

VEs.  

3.2. Caracterização das CTMS-VEs 

 
As CTMs-VEs foram caracterizadas por NTA (Nanosight NS300) para 

determinar seu tamanho e distribuição. O diâmetro hidrodinâmico médio, índice de 

polidispersão (PDI) e potencial zeta das CTMs-VEs foram medidos a 25 °C e 37 °C 

usando espalhamento dinâmico de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) com um Zeta 

Sizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). 
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3.3. Preparação e caracterização de hidrogéis de alginato de sódio com 

CTMs-VEs  

Os hidrogéis de alginato de sódio (HAS) foram preparados usando uma solução 

de 1,5% (p/v) de alginato de sódio dissolvido em água (200 µL). Para obter o hidrogel 

contendo CTMs-VEs (HAS-VEs), 25 µL da fração enriquecida com CTMs-VEs foram 

adicionados à solução de alginato em temperatura ambiente. A mistura resultante foi 

reticulada pela adição de uma solução de cloreto de cálcio (CaCl2) a 0,1%. Testes 

reológicos foram conduzidos usando um Anton Paar RheoCompass MCR-92 para 

avaliar o comportamento do fluxo dos hidrogéis. Esta análise comparou o hidrogel 

com CTMs-VEs a um hidrogel controle contendo apenas o meio de cultura sem CTMs-

VEs. Os testes foram realizados a 25 °C com uma geometria de placa de 50 mm de 

diâmetro e um gap de 0,02 mm. As medições de viscosidade foram realizadas em 

uma faixa de taxa de cisalhamento de 1 a 100 s⁻¹. Testes de varredura de amplitude 

foram realizados em uma frequência angular constante de 1 rad/s, com a deformação 

de cisalhamento variando de 0 a 100 s⁻¹. A partir dessas medições, a região 

viscoelástica linear foi determinada, e a deformação constante de γ₀ = 0,1% foi então 

usada para realizar testes de varredura de frequência angular. Os últimos testes foram 

realizados em uma faixa de frequência angular constante de 1 rad/s. Além disso, a 

morfologia dos hidrogéis foi analisada usando um microscópio eletrônico de varredura 

(FEI Inspect S 50). Para isso, os hidrogéis foram liofilizados a -50 °C para eliminar a 

umidade, então cuidadosamente seccionados e revestidos com uma fina camada de 

ouro para melhorar a condutividade elétrica. A análise microestrutural foi conduzida 

sob uma voltagem de aceleração de 2,0 kV. 
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3.4. Células HaCaT 

Para avaliar os efeitos dos HAS-VEs na viabilidade e comportamento das 

células HaCaT, a atividade citotóxica foi avaliada usando modelos de cultura de 

células em monocamada (2D) e esferoides (3D), complementados por um ensaio de 

sobrevivência clonogênica. Além disso, o ensaio de micronúcleo foi realizado para 

investigar os potenciais efeitos genotóxicos dos HAS-VEs, enquanto sua influência na 

migração celular, uma etapa crítica no processo de cicatrização de feridas, também 

foi avaliada. 

As células HaCaT (ATCC® PCS-200-011™), uma linhagem de células de 

queratinócitos humanos imortalizados, foram escolhidas devido ao seu papel bem 

estabelecido na modelagem da homeostase e da fisiopatologia epidérmica (Colombo 

et al., 2017; Blanchard et al., 2023). Como os queratinócitos são o tipo de célula 

predominante na epiderme, as células HaCaT servem como um modelo relevante 

para a pesquisa de cicatrização de feridas (Li et al., 2019; Tricarico et al., 2018; Liu et 

al., 2022; Heebkaew et al., 2024). Essas células foram cultivadas em Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (meio DMEM - Gibco Waltham, Massachusetts, EUA) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB, Gibco) a 37 °C em atmosfera de 

5% de dióxido de carbono (CO2) e 95% de ar sob umidade saturada. 

 

3.5. Ensaio de migração celular 

Para o ensaio de migração celular (ensaio de arranhão), células HaCaT foram 

cultivadas em uma densidade de 1 x 106 células/poço em uma placa de cultura de 24 

poços e incubadas a 37 °C em estufa de CO₂	em condições adequadas de cultivo 

celular, até atingirem aproximadamente 90% de confluência. Após esse período, uma 
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área uniforme livre de células foi criada fazendo uma raspagem com a ponta de uma 

ponteira estéril de 200 µL. Os detritos celulares foram removidos trocando o meio de 

cultura. As células foram então tratadas com CTMs-VEs (25 µL), HAS e HAS-EVs (200 

µL). A migração celular para a área livre de células foi monitorada em 24 e 48 horas. 

Microfotografias das células foram tiradas usando uma câmera digital (DFC7000T) 

acoplada a um microscópio óptico (Leica DMi8, Frankfurt, Alemanha). As imagens 

foram analisadas e quantificadas usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, 

EUA) e os resultados foram normalizados para a área da ferida em 0 horas. 

 

3.6. Culturas de células 2D 

As células HaCat foram cultivadas em monocamadas em uma densidade inicial 

de 1 x 105 células por poço em placas de 24 poços. As células não tratadas foram 

usadas como um controle negativo para representar a atividade metabólica basal, 

enquanto as células tratadas com 50% de dimetilsulfóxido (DMSO) serviram como um 

controle positivo para a morte celular. Os experimentos incluíram tratamentos com 

com CTMs-VEs (25 µL), HAS e HAS-EVs (200 µL) durante um período de 48 horas. 

Os resultados foram revelados usando 0,01% (p/v) de resazurina (7-hidroxi-3H-

fenoxazin-3-ona 10-óxido) (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA), que avalia a 

atividade metabólica celular (Page et al., 1993). A resazurina, inicialmente um corante 

azul não fluorescente, é reduzida ao composto rosa fluorescente resorufina por 

enzimas desidrogenase em células metabolicamente ativas (Rampersad, 2012). A 

viabilidade celular após os diferentes tratamentos foi calculada usando valores 

unitários de fluorescência obtidos do equipamento Cytation (Biotek®) com excitação 

a 530 nm e emissão a 590 nm, considerando o controle negativo como 100%. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 
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3.7. Culturas de esferoides 

Esferoides de células HaCaT foram cultivados em placas de 96 poços 

previamente revestidas com meio DMEM e 1,5% de agarose. Após a solidificação do 

meio, o início da formação do esferoide foi realizado adicionando 200 µL de meio 

DMEM contendo 1x104 células HaCaT em cada poço. Esferoides estáveis foram 

formados após cinco dias de cultivo. Os esferoides foram então expostos a 

tratamentos com com CTMs-VEs (12,5 µL), HAS e HAS-EVs (100 µL) por 48 horas. 

No final do período de tratamento, a viabilidade celular dos esferoides foi avaliada 

adicionando uma solução de resazurina (0,01%, p/v) a 100 µL de meio de cultura 

retirado de cada poço. Após uma incubação de 12 horas, a microplaca foi lida usando 

um espectrofotômetro (530Ex/590Em). A viabilidade do esferoide foi determinada 

usando valores de fluorescência, com o controle negativo definido como 100%. 

 

3.8. Ensaio de sobrevivência clonogênica 

Para avaliar a integridade reprodutiva das células HaCaT, foi conduzido um 

ensaio de sobrevivência de células clonogênicas. As células HaCaT foram 

inicialmente semeadas em uma concentração de 1 x 105 células por poço em placas 

de 6 poços. Após 24 horas de incubação para permitir a adesão celular, a formação 

de uma monocamada semiconfluente e a progressão para a fase de crescimento 

exponencial, as células foram tratadas com CTMs-VEs (50 µL), HAS e HAS-EVs (400 

µL) por 24 e 48 horas. O controle negativo consistiu em células cultivadas em meio 

DMEM completo sem qualquer tratamento. Todos os experimentos foram realizados 

em triplicata. Após o tratamento, essas células foram tripsinizadas e 200 células por 

poço foram então semeadas novamente em placas de 6 poços e incubadas sob 
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condições padronizadas de cultivo celular para permitir a formação de colônias a partir 

de células individuais. Após 7 dias de cultivo, as colônias foram coradas com corante 

Giemsa (Sigma-Aldrich) e contadas (Franken et al., 2006). A fração de sobrevivência 

(FS) para cada tratamento foi calculada, considerando o número de colônias no 

controle negativo como 100%. 

 

3.9. Ensaio de Micronúcleo (MN) 

Neste ensaio, células HaCaT foram cultivadas em placas de 6 poços em uma 

concentração inicial de 1 x 105 células/poço e tratadas por 48 horas com CTMs-VEs 

(50 µL), HAS e HAS-EVs (400 µL), juntamente com controles experimentais de meio 

de cultura completo (controle negativo) e peróxido de hidrogênio (100 µM, controle 

positivo). Citocalasina B (20 µL, 6,25 µM) foi adicionada 17 horas antes do final do 

tratamento para bloquear a citocinese. As células foram então tripsinizadas, 

centrifugadas e ressuspensas em uma solução hipotônica fria (0,075 M KCl). Após 

mais centrifugação e ressuspensão em fixador de metanol: ácido acético (3:1), a 

suspensão celular foi gotejada em lâminas, corada com Giemsa e analisada em 

microscópio. Para cada tratamento, 1000 células binucleadas viáveis foram 

analisadas para a contagem de micronúcleos, seguindo os critérios de Fenech (2007). 

Além disso, 500 células viáveis/ tratamento/ repetição foram contadas entre 

mononucleares (mono), binucleares (bi) e multinucleares (três ou mais núcleos) para 

calcular o índice de proliferação de bloqueio de citocinese (IPBC). Este índice, que 

avalia a toxicidade celular ou atraso no ciclo celular, foi calculado de acordo com a 

equação (1) descrita pela OECD (2016). Três experimentos independentes foram 

conduzidos. 
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𝐼𝑃𝐵𝐶 = [(,º	$.	+é-7	4%,%)?@(,º	$.	+é-7	A6)?B(,º	$.	+é-7	4C-(6,C+-.*).7)
D11

    (1) 

 

3.10. Ensaio de mutação genética reversa com Salmonella Typhimurium 

(teste de Ames) 

Para garantir uma avaliação mais abrangente da atividade mutagênica, o teste 

de Ames foi realizado usando o método de pré-incubação em cepas de S. 

Typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a, tanto na presença quanto na ausência 

de ativação metabólica (mistura S9, Molecular Toxicology, Inc) (Maron e Ames, 1983). 

Culturas bacterianas foram preparadas em caldo nutriente Oxoid No. 2 para uma 

densidade de 1 × 10⁹ bactérias/mL (100 µL) e incubadas por 20 minutos com a mistura 

S9 ou tampão fosfato (500 µL), juntamente com as amostras de teste de CTMs-VEs 

(25 µL), HAS e HAS-EVs (200 µL). Depois, foi adicionado top agar contendo L-

histidina e D-biotina (2 mL). As placas foram então incubadas por 48 horas, e as 

colônias revertentes foram contadas. Controles positivos foram usados para validar o 

ensaio, enquanto controle negativo estabeleceu a taxa de reversão espontânea de 

cada linhagem bacteriana. O índice de mutagenicidade (IM) foi calculado como a 

razão entre o número de revertentes por placa contendo a amostra de teste e o 

número de revertentes por placa do controle negativo. Um IM ≥ 2 foi considerado 

indicativo de mutagenicidade (Mortelmans e Zeiger, 2000). 

 

3.11. Ensaio de membrana corioalantóide de ovo de galinha (HET-CAM) 

Para avaliar o potencial de irritação de HAS-EVs, o HET-CAM foi realizado. Nos 

experimentos, ovos de galinha fertilizados (Leghorn) provenientes da Globoaves Agro 

Avícola Ltda foram incubados horizontalmente em uma incubadora automática por 6 

dias sob temperatura controlada (37,5 ± 0,5 °C) e umidade relativa (55-65%). Ovos 
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não viáveis foram removidos no terceiro dia para garantir a fertilidade. No sexto dia, 

os ovos foram posicionados com a extremidade maior para cima, e a seção da casca 

acima da câmara de ar foi cuidadosamente removida. A membrana exposta foi 

umedecida com uma solução de NaCl a 0,9% e então removida suavemente. Os ovos 

foram divididos em grupos para tratamento: 0,1 M NaOH (padrão), solução salina 

0,9% (controle), CTMs-VEs, HAS e HAS-EVs com três ovos alocados para cada 

tratamento. Aproximadamente 100 µL de cada solução de tratamento foram 

adicionados diretamente à membrana corioalantoica (CAM) usando uma pipeta. Os 

efeitos foram observados por 300 segundos. O escore de irritação (I), que incluiu 

hemorragia, lise vascular e coagulação, foi medido em segundos e calculado de 

acordo com a equação (2): 

 

I = 301 − Cℎ𝑒𝑚𝑜𝑟𝑟𝑎𝑔𝑖𝑎	𝑥	
5
300M + 301 − C𝑙𝑖𝑠𝑒	𝑥	

7
300M + 301 − C𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎çã𝑜	𝑥	

9
300M 

 

Além disso, um escore HET-CAM semiquantitativo foi medido. A taxa de 

sobrevivência dos embriões foi monitorada por 10 minutos após a administração dos 

compostos. 

 

3.12. Análise Estatística 

Os resultados foram analisados estatisticamente usando o software GraphPad 

Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). One-way ANOVA foi usado 

para determinar a significância estatística, seguida pelo teste de Tukey, com p < 0,05 

considerado significativo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e o critério 

experimental foi a significância da resposta ao tratamento em comparação ao controle 

negativo. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Isolamento e caracterização de CTMs-VEs  

O meio condicionado coletado em 36 horas apresentou a maior concentração 

de EV (EVs/mL), seguido por um declínio em 48 e 60 horas (Fig. 1A). Esses resultados 

indicam que o período de cultivo ideal para maximizar o rendimento de EV é de até 

36 horas. 

Os resultados da distribuição do tamanho de EVs por NTA em 36 horas de 

cultura (Fig. 1B e C e Tabela 1) demonstraram um pico principal (Modo) de 

aproximadamente 123 nm, e um tamanho médio de 196 nm. É possível observar na 

Fig. 1B curvas com múltiplos picos, ou seja, uma população de partículas com 

heterogeneidade, sugerindo a presença de diferentes subtipos de vesículas, 

principalmente exossomos e microvesículas. Corroborando esses achados, a Fig. 1C 

apresenta uma ampla dispersão no eixo y, sugerindo variações de partículas na 

amostra entre 0 e 300 nm, e apresenta pequenas populações entre 400 e 900 nm. 
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Figura 1 - (A) Perfil temporal da concentração de vesículas extracelulares (VE) 

isoladas do meio condicionado de células-tronco mesenquimais (CTMs) em diferentes 

períodos de cultura (24, 36, 48 e 60 horas). (B) Distribuição de tamanho (em 

nanômetros) de VEs isoladas do meio condicionado de CTMs nos mesmos períodos 

de cultura. (C) Distribuição de tamanho de VE no meio condicionado obtido em 36 

horas. As análises foram realizadas usando análise de rastreamento de 

nanopartículas (Nano Tracking Analysis, NTA). *p < 0,05, **p < 0,001. 
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Tabela 1 - Caracterização de vesículas extracelulares (VEs) do meio condicionado de 

CTMs em 36 horas de cultura, analisadas por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA; n 

= 5).  

Amostras Média 

(nm) 

Modo 

(nm) 

DP 

(nm) 

D10 

(nm) 

D50 

(nm) 

D90 

(nm) 

Concentração 

particulas/mL 

CTMs-VEs 196 122.7 79.5 115.1 178.1 297.2 1.34 x 109 +/- 

8.93 x 107 

DP (Desvio Padrão); D10 (10% das partículas estão abaixo deste tamanho; D50 (50% 

das partículas estão abaixo deste tamanho); D90 (90% das partículas estão abaixo 

deste tamanho) 

 

4.2. Caracterização de hidrogéis de alginato de sódio com CTMs-VEs 

O comportamento reológico dos hidrogéis (HAS e HAS-VEs) foi avaliado para 

determinar seu potencial como carreadores para CTMs-EVs. Os hidrogéis contendo 

meio de cultura, com e sem CTMs-EVs, exibiram propriedades reológicas 

semelhantes e viscosidade significativamente maior em comparação ao hidrogel 

controle (HAS) sem meio de cultura (Figura 2A). 

A análise do módulo de armazenamento (G’) e do módulo de perda (G’’) 

reforçou essas descobertas. Em todas as formulações, o módulo de armazenamento 

(G’), que representa o componente elástico ou sólido, foi maior do que o módulo de 

perda (G’’), associado ao comportamento viscoso ou líquido. Isso confirma as 

propriedades viscoelásticas típicas dos hidrogéis (Figura 2B). Além disso, os testes 

de cisalhamento demonstraram a natureza elástica dos hidrogéis (G’ > G’’), permitindo 

a identificação do processo de transição de gelificação. 
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O teste de varredura de frequência angular (Figura 2C) apoiou ainda mais o 

comportamento predominantemente elástico dos hidrogéis sob pequenas amplitudes 

de deformação (0,01% a 100%). O módulo permaneceu estável durante todo o teste, 

indicando integridade estrutural sob essas condições. Esses resultados demonstram 

que os hidrogéis possuem propriedades viscoelásticas estáveis e desejáveis, 

reforçando seu potencial como sistemas de transporte de CTMs-EVs. 

 

 

 

 

Figura 2 - Caracterização reológica de hidrogéis de alginato com e sem vesículas 

extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais (CTMsVEs). (A) Curvas de 

viscosidade-taxa de cisalhamento. (B) Módulo de armazenamento (G’) e módulo de 
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perda (G’’) em função da deformação de cisalhamento. (C) Teste de frequência 

angular. Hidrogel contendo meio de cultura (HAS-CM); Hidrogéis de alginato de sódio 

(HAS); Hidrogel contendo CTMs-VEs (HAS-VEs). 

 

A análise por MEV revelou que a integridade estrutural e a porosidade do 

hidrogel de alginato foram alteradas após a incorporação do meio condicionado 

contendo CTMs-VEs. Conforme ilustrado na Figura 3A, o HAS exibe uma estrutura 

interna porosa, bem definida e interconectada. O hidrogel carregado com CTMs-VEs 

(HAS-VEs) apresentou uma estrutura mais densa quando comparado ao hidrogel livre 

deles, Figura 3B, em concordância com os resultados dos testes reológicos. Além 

disso, as pequenas esferas indicadas pelas setas podem sugerir a incorporação dos 

CTMs-VEs na matriz do hidrogel. 

 

 

Figura 3 - Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) do (A) hidrogel de 

alginato de sódio e (B) hidrogel de alginato carregado com CTMs-VEs 
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4.3. Ensaios biológicos com células HaCaT 

A atividade biológica de HAS-VEs e CTMs-VEs foi evidenciada no ensaio de 

arranhão, que mostrou um estímulo na migração de queratinócitos em 24 e 48 horas 

em comparação com o controle negativo (Figura 4A). Este efeito migratório sugere um 

papel potencial na cicatrização de feridas e regeneração de tecidos, atribuído às 

propriedades bioativas de CTMs-VEs. HAS não interferiu na migração de células 

HaCaT. 

Além disso, a avaliação da citotoxicidade em culturas de células 2D revelou que 

o tratamento de 48 horas com HAS reduziu estatisticamente a viabilidade de células 

HaCaT em comparação com o grupo controle (meio de cultura) (p < 0,05). No entanto, 

a taxa de células viáveis pós-tratamento permaneceu acima de 70%, indicando a 

baixa citotoxicidade induzida pelo hidrogel de alginato. Por outro lado, o tratamento 

com HAS-VEs e CTMs-VEs aumentou a taxa de viabilidade celular em relação ao 

HAS, sem nenhuma diferença estatística observada entre os efeitos desses 

tratamentos e o controle negativo. Esse aumento pode ser atribuído ao papel dos 

CTMs-VEs na regulação da homeostase e na manutenção da integridade celular.  

Em modelos de cultura de células 3D, nenhum dos tratamentos exibiu efeitos 

citotóxicos, confirmando ainda mais seu perfil de segurança (Figura 4B). A avaliação 

de citotoxicidade de longo prazo por meio do ensaio de sobrevivência clonogênica 

reforçou essas descobertas, pois os tratamentos com HAS, HAS-VEs e CTMs-VEs 

não inibiram a formação de colônias. Os resultados não revelaram nenhuma diferença 

estatística em comparação ao controle negativo, demonstrando seu baixo potencial 

citotóxico em células HaCaT (Figura 4C). 
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Figura 4 – (A) Porcentagem de migração de células HaCaT tratadas com vesículas 

extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais (CTMs-VEs) e hidrogel de 

alginato de sódio, com (HAS-VEs) ou sem (HAS) CTMs-VEs incorporadas. A área livre 

de células em cada ponto de tempo foi normalizada para a medição inicial (0 h). CN 

representa o controle negativo (meio de cultura com 10% de soro bovino fetal). (B) 

Viabilidade celular (%) em culturas 2D e 3D e (C) Fração de sobrevivência (%) de 

células HaCaT após tratamento com CTMs-VEs e hidrogel de alginato de sódio (HAS-

VEs e HAS).  

CN: controle negativo (DMEM com 10% de soro bovino fetal, definido como 100% de viabilidade); 

CP: controle positivo nos ensaios de viabilidade 2D/3D (50% dimetilsulfóxido) e ensaio de 

sobrevivência clonogênica (1,25 µM cisplatina, produzindo frações de sobrevivência de 61 ± 3,5% 

e 55 ± 9,0% em 24 e 48 h, respectivamente). Os dados são expressos como média ± desvio padrão 
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de três experimentos independentes. *Estatisticamente diferente do CN (p<0,05, ANOVA, seguido 

pelo teste de Tukey). 

 

A Tabela 2 apresenta os resultados do ensaio de MN, indicando a ausência de 

efeitos genotóxicos, sem aumentos significativos na frequência de MN ou alterações 

nos valores de IPBC entre os grupos de tratamento. Os valores de IPBC para o 

controle negativo e CTMs-VEs foram 1,8, enquanto HAS e HAS-VEs apresentaram 

valores de 1,7. Os resultados obtidos mostram a ausência de danos cromossômicos 

e manutenção da capacidade proliferativa das células HaCaT, alinhando-se com os 

dados dos ensaios de citotoxicidade. 

 

Tabela 2 - Frequência de micronúcleos (MNs) e índice de proliferação de bloqueio de 

citocinese (IPBC) em células HaCaT após 48 horas de tratamento com vesículas 

extracelulares derivadas de células-tronco mesenquimais (CTMs-VEs) e hidrogel de 

alginato de sódio, com (HAS-VEs) ou sem (HAS) CTMs-VEs incorporadas 

Tratamentos MNsa IPBCb 

Controle Negativo 3,50 ± 0,7 1,8 ± 0,10 

Controle Positivo 28,5 ± 3,5* 1,6 ± 0,09* 

HAS 3,75 ± 1,0 1,7 ± 0,04 

HAS-VEs 3,75 ± 1,5 1,7 ± 0,01 

CTMs-VEs  3,00 ± 1,1 1,8 ± 0,05 

Os dados são expressos como média ± desvio padrão para o número de micronúcleos (MNs) 
observados em 1000 células binucleadas e o índice de proliferação de bloqueio de citocinese (IPBC) 
avaliado em 500 células contadas. O controle negativo foi tratado apenas com meio de cultura 
completo, enquanto o controle positivo foi exposto ao peróxido de hidrogênio (H2O2, 100 µM).  
*Estatisticamente diferente do CN (p<0,05, ANOVA seguido pelo teste de Tukey). O experimento foi 
conduzido em triplicata. 
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4.4. Testes de segurança 

Para fornecer uma avaliação abrangente do perfil de segurança das amostras 

testadas, o teste de ames, desenvolvido para detectar a indução de mutações 

gênicas, foi conduzido com e sem ativação metabólica (fração S9) usando o método 

de pré-incubação. Os resultados demonstraram que HAS, HAS-VEs e CTMs-VEs não 

induziram um aumento estatisticamente significativo na média do número de colônias 

revertentes quando comparados ao controle negativo. Além disso, os valores de IM 

não excederam 2 em nenhuma das cepas testadas (TA98, TA100, TA102 e TA97a), 

independentemente da presença de ativação metabólica, confirmando a segurança 

mutagênica nas condições experimentais usadas neste estudo (Tabela 3). 

Complementando esses resultados, o ensaio HET-CAM avaliou o potencial 

irritante das amostras. Os resultados mostraram que a aplicação de solução de NaOH 

(0,1 M, 100 µL) em CAM saudável resultou em hemorragia grave e imediata, seguida 

de lise e coagulação, que se intensificou ao longo de 5 minutos, classificando-a como 

um irritante grave. Por outro lado, a solução de NaCl (0,9%, 100 µL) não produziu 

nenhuma resposta visível ao longo do mesmo período. Os ovos tratados com HAS, 

HAS-VEs e CTMs-VEs exibiram o mesmo perfil de resposta que o grupo NaCl, sem 

resposta visual ao longo de 5 minutos (Figura 5). A pontuação semiquantitativa HET-

CAM confirmou que a solução de NaOH induziu hemorragia significativa, lise vascular 

e coagulação, enquanto a solução de NaCl e as outras amostras não causaram tais 

reações em 5 minutos. Além disso, a taxa de sobrevivência após o tratamento com 

NaOH foi de 66% ao longo de 10 minutos, enquanto a solução de NaCl (0,9%) e os 

outros tratamentos não causaram mortes. 
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Tabela 3 - Atividade mutagênica expressa pela média e desvio padrão do número de revertentes e índice de mutagenicidade (IM) 

(entre parênteses) das cepas de Salmonella Typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a expostas a vesículas extracelulares 

derivadas de células-tronco mesenquimais (CTMs-VEs) e hidrogel de alginato de sódio, com (HAS-VEs) ou sem (HAS) CTMs-VEs 

incorporadas 

 Número de revertentes (M ± DP)/ placa e IM 
 TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a 

Tratamentos - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 - S9 + S9 
CN 38 ± 2 30 ± 2 101 ± 21 108 ± 11 248 ± 38 299 ± 49 148 ± 16 139 ± 13 
CP 682 ± 56a, ** 516 ± 61d, ** 1461 ± 109b, ** 1458 ± 89d, ** 1439 ± 64c, ** 1360 ± 153e,** 1042 ± 98a,** 1312 ± 74d, ** 

µg/placa HAS 
200 39 ± 2 (1,03) 30 ± 3 (1,00) 119 ± 12 (1,18) 115 ± 9 (1,06) 270 ± 22 (1,09) 314 ± 42 (1,05) 150 ± 9 (1,01) 142 ± 16 (1,02) 

µg/placa HAS-VEs 
200 40 ± 3 (1,05) 29 ± 4 (0,95) 105 ± 7 (1,04) 111 ± 14 (1,03) 319 ± 29 (1,29) 382 ± 47 (1,28) 157 ± 11 (1,06) 128 ± 11 (0,92) 

µg/placa CTMs-VEs 
25 42 ± 8 (1,11) 31 ± 1 (1,03) 126 ± 17 (1,25) 107 ± 19 (0,99) 228 ± 43 (0,92) 363 ± 35 (1,22) 138 ± 14 (0,93) 167 ± 23 (1,20) 

**p<0,001; M ± DP = média e desvio padrão; IMI = índice de mutagenicidade; HAS = hidrogel de alginato de sódio; HAS-VEs = hidrogel de alginato de sódio 
com CTMs-VEs; S9 = sistema de ativação metabólica; Controle Negativo (CN): sem tratamento, taxa de reversão espontânea da linhagem bacteriana; Controle 
Positivo (CP): a4-nitro-o-fenilenodiamina (10 μg/placa – TA98, TA97a); bazida sódica (2,5 μg/placa – TA100); cmitomicina (0,5 μg/placa – TA102), na ausência 
de S9 e d2-antramine (1,5 μg/placa – TA98, TA100 e TA97a); e2-aminofluoreno (5 μg/placa – TA102), na presença de S9. O ensaio foi realizado em triplicata. 
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Figura 5 - Imagens estereomicroscópicas obtidas antes da aplicação da amostra (T0) 

e 5 minutos após a aplicação (T5) em CAMs inoculadas com controle negativo (NaCl 

0,9%), controle positivo (NaOH 0,1 N), vesículas extracelulares derivadas de células-

tronco mesenquimais (CTMs-VEs) e hidrogel de alginato de sódio, com (HAS-VEs) ou 

sem (HAS) CTMs-VEs incorporadas 

 

5. DISCUSSÃO 
 

CTMs-VEs têm potencial significativo para uso em novas estratégias 

terapêuticas sem células na medicina regenerativa, visando doenças imunológicas, 

neurológicas, cardiovasculares, respiratórias e câncer (Nooshabadi et al., 2018). 

Embora CTMs-VEs tenham muitos benefícios e seu efeito terapêutico seja promissor, 

a maneira mais apropriada de usá-los na medicina regenerativa é combiná-los com 

biomateriais (Pan et al., 2023). Essa abordagem é crucial devido à estabilidade e 

retenção necessárias para aplicações clínicas, pois os VEs têm baixa 

biodisponibilidade e são rapidamente eliminadas pelo sistema imunológico quando 

injetadas in vivo. Para superar a rápida eliminação e preservar a bioatividade das VEs, 

este estudo utilizou hidrogéis de alginato para proteger as vesículas incorporadas. Os 

hidrogéis de alginato de sódio apresentam uma microestrutura homogênea e bem-

organizada, com rigidez mecânica ajustável e excelente permeabilidade (Wisdom et 

al., 2018). 

T0

T5

NaCl NaOH HAS HAS-VEs CTMs-VEs
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Um aspecto crítico da otimização de terapias baseadas em VE é determinar as 

condições ideais para sua produção. Aqui, CTMs-VEs foram coletados em 24, 36, 48 

e 60 horas para avaliar a influência do tempo de cultivo e das condições do meio no 

rendimento de VE. A maior concentração de VE (VEs/mL) foi observada em 36 horas, 

sugerindo que as CTMs se adaptaram eficientemente às condições de cultura dentro 

desse período. Esse pico de produção pode ser atribuído a uma resposta celular 

adaptativa desencadeada pela ausência de soro bovino fetal (SBF), que 

provavelmente otimizou a dinâmica de secreção de VEs. No entanto, a ausência 

prolongada desse suplemento, um fator essencial para manter a viabilidade celular, 

provavelmente deixou o ambiente menos favorável, levando a um declínio no 

rendimento de VE em 48 e 60 horas. Essas descobertas sugerem que o período de 

cultivo ideal para maximizar a produção de VE é de até 36 horas. 

Além de otimizar o rendimento, garantir a integridade estrutural e a pureza das 

VEs é fundamental para sua aplicação terapêutica. A caracterização do tamanho das 

VEs isoladas revelou consistentemente diâmetros abaixo de 200 nm, demonstrando 

a eficácia do processo de purificação. Dado que as VEs são classificadas em 

exossomos (30–150 nm), microvesículas (100–1000 nm), corpos apoptóticos (50–

5000 nm) e oncossomas (1–10 μm) (Kou et al., 2022), a distribuição de tamanho 

observada sugere fortemente que as vesículas isoladas eram predominantemente 

exossomos, como evidenciado por um pico predominante (modo) em 

aproximadamente 123 nm e um tamanho médio de 196 nm. 

Além disso, uma população menor de microvesículas, estendendo-se até 900 

nm, contribuiu para a heterogeneidade observada. Esses tipos de vesículas 

desempenham um papel crucial na comunicação intercelular em contextos fisiológicos 
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e patológicos, mediando a transferência de proteínas, lipídios e ácidos nucleicos entre 

células (Kou et al., 2022). 

Para avaliar a adequação dos hidrogéis de alginato como transportadores de 

VE, suas propriedades reológicas foram analisadas. Os hidrogéis contendo meio de 

cultura, com e sem CTMs-VEs, exibiram viscosidade significativamente maior do que 

o hidrogel controle (HAS), sem o meio de cultura. Esse aumento na viscosidade não 

foi diretamente influenciado pela presença de CTMs-VEs, mas sim pela composição 

do meio de cultura, rico em sais e íons, o que provavelmente aumentou as interações 

moleculares dentro da matriz de alginato. O comportamento viscoelástico dos 

hidrogéis foi confirmado pela predominância do módulo de armazenamento (G') sobre 

o módulo de perda (G''), indicativo de uma estrutura de gel estável (Guanqun et al., 

2024). Os testes de cisalhamento reforçaram ainda mais a natureza elástica dos 

hidrogéis (G' > G''), identificando uma transição de gelificação bem definida (Schwab 

et al., 2020). Além disso, o teste de frequência angular demonstrou que o módulo 

permaneceu estável sob amplitudes de deformação crescentes. 

A análise por MEV corroborou ainda mais esses resultados, revelando que a 

integridade estrutural e a porosidade do hidrogel de alginato foram alteradas após a 

incorporação do meio condicionado contendo CTMs-VEs. HAS exibiu uma estrutura 

porosa bem definida e interconectada, enquanto HAS-VEs exibiram uma morfologia 

mais densa, consistente com o aumento da viscosidade observada em testes 

reológicos. 

Em nosso estudo, o tratamento com HAS-VEs e CTMs-VEs estimulou 

significativamente a migração em culturas de queratinócitos, um processo-chave no 

reparo de feridas e regeneração de tecidos, destacando o potencial terapêutico dos 

hidrogéis carregados com CTMs-VEs na promoção da cicatrização de feridas 
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cutâneas ao aumentar a migração de queratinócitos, um processo-chave no reparo 

de feridas e regeneração de tecidos (Morales et al., 2021). 

CTMs e suas CTMs-VEs desempenham papéis cruciais na regeneração de 

tecidos, contribuindo para o reparo de tecidos, controle de inflamação, aumento da 

angiogênese e remodelação da matriz extracelular (Souza et al., 2024). Essas 

vesículas facilitam a cicatrização de feridas por meio de múltiplos mecanismos, 

incluindo efeitos de homing, imunomodulação, inibição da apoptose epitelial, 

polarização de macrófagos e ações pró-angiogênicas (Jung et al., 2024). 

Estudos demonstraram que CTMs-VEs derivadas de tecido adiposo podem 

promover processos-chave envolvidos na regeneração da pele. Souza et al. (2024) 

relataram que essas vesículas aumentam a proliferação de queratinócitos HaCaT, 

estimulam a migração de fibroblastos dérmicos (NHDF-1) e HaCaT, induzem a 

formação de tubo endotelial em HUVECs e modulam a expressão de citocinas 

inflamatórias em macrófagos derivados de THP-1. Da mesma forma, Ferreira et al. 

(2017) sugeriram que CTMs-VEs derivadas de tecido adiposo aceleram a migração e 

proliferação de queratinócitos e fibroblastos em um modelo de rato com tala de ferida 

excisional por meio da ativação da via Akt. 

Em consonância com esses estudos, Zhang et al. (2015) demonstraram que 

exossomos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) aceleram a 

cicatrização de feridas promovendo a síntese de colágeno, neovascularização e 

proliferação e migração de fibroblastos e células endoteliais. Kim et al. (2018) 

confirmaram ainda que exossomos derivados de iPSC aumentam o crescimento, a 

proliferação e a migração de células da pele. Além disso, Shafei et al. (2020) 

incorporaram com sucesso exossomos de CTMs derivados de tecido adiposo em 

hidrogéis de alginato, criando um curativo que melhorou significativamente o 
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fechamento da ferida, a deposição de colágeno e a formação de vasos. Notavelmente, 

os exossomos derivados de CTMs foram relatados para induzir angiogênese por meio 

da ativação da via de sinalização Wnt (Gong et al., 2017; McBride et al., 2017; Olsen 

et al., 2017), reforçando seu potencial terapêutico em aplicações de cicatrização de 

feridas. 

Além disso, experimentos de citotoxicidade demonstraram que tanto HAS-VEs 

quanto CTMs-VEs não impactaram o equilíbrio metabólico das células HaCaT em 

culturas 2D e 3D, nem prejudicaram sua capacidade reprodutiva, conforme avaliado 

pelo ensaio de sobrevivência clonogênica. A redução observada na viabilidade celular 

no tratamento HAS pode ser atribuída à difusão de cátions Ca2+ resultantes da 

decomposição do hidrogel na cultura celular. No entanto, a viabilidade celular 

permaneceu acima do limite de 70% para materiais biocompatíveis, conforme 

recomendado pela ISO 10993-5 (2009) nas condições experimentais utilizadas. 

Pesquisas anteriores mostraram que exossomos de CTMs e aqueles derivados 

de iPSC podem promover a proliferação de células HaCaT e fibroblastos dérmicos 

humanos (HDFs) (Kim et al., 2018). Em um outro estudo, Sadeghian-Nodoushan et 

al. (2022) desenvolveram matrizes de alginato incorporando nanopartículas de ferrita 

de cobalto (CoFe2O4) para o encapsulamento de exossomos isolados de CTMs 

derivados de tecido adiposo humano, visando aplicação em engenharia de tecido 

ósseo. Essas matrizes, além de não citotóxicas, aumentaram significativamente a 

proliferação de células adiposas. Khalatbari et al. (2022) também contribuíram para 

esse campo ao desenvolver um curativo à base de nanofibras de fibroína de seda e 

hidrogel de alginato contendo exossomos de CTMs, que se mostraram atóxicos e 

eficazes na manutenção da proliferação celular adequada, achado também observado 

no presente estudo. 
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Além da citocompatibilidade, é importante ressaltar que a avaliação da 

genotoxicidade é uma etapa fundamental na fase não clínica do desenvolvimento 

terapêutico para garantir a segurança das terapias com CTMs-VEs. Neste estudo, 

investigamos o potencial mutagênico de HAS-VEs, tanto em nível gênico (teste de 

Ames) quanto em nível cromossômico (ensaio MN), para contribuir para a 

identificação do perfil de segurança, considerando a preocupação toxicológica desses 

tratamentos potencialmente atuando como mutágenos reativos ao DNA. A ausência 

de mutagenicidade de HAS-VEs, bem como HAS e CTMs-VEs demonstrada neste 

estudo é altamente significativa, pois oferece dados encorajadores para pesquisas 

futuras envolvendo esse tipo de tratamento. 

 

6. CONCLUSÃO 
 

Este estudo apresenta uma estratégia terapêutica promissora sem células ao 

incorporar CTMs-VEs em hidrogéis de alginato, oferecendo um microambiente estável 

e protetor que preserva sua integridade. HAS-VEs não foram citotóxicos ou 

mutagênicos e efetivamente promoveram a migração de queratinócitos. Essas 

descobertas destacam o potencial de HAS-VEs como uma plataforma segura e eficaz 

para melhorar a cicatrização de feridas e a regeneração de tecidos, abrindo caminho 

para um maior desenvolvimento em Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos. 
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Capítulo 4 
Hidrogel de pululano reticulado com trimetafosfato de sódio para possível uso 
como plataforma de exossomos para aplicações na engenharia de tecidos 
cutâneos. 
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RESUMO 
 

Os sistemas de entrega podem prolongar a meia-vida dos exossomos no local-alvo, 
impedindo sua eliminação prematura, o que é crucial para alcançar a dosagem tera-
pêutica desejada. Nesse contexto, os hidrogéis, derivados de polímeros naturais, sin-
téticos ou híbridos, destacam-se como plataformas versáteis e vêm sendo ampla-
mente explorados em diversas aplicações biomédicas. A combinação de propriedades 
que os tornam semelhantes às matrizes extracelulares naturais, como alto teor de 
água, biodegradabilidade, porosidade e biocompatibilidade, faz com que sejam parti-
cularmente atraentes para a engenharia de tecidos e a terapia celular.Entre esses 
materiais, os hidrogéis de pululano têm se mostrado promissores para a engenharia 
de tecidos e a administração de fármacos. O pululano, um polissacarídeo derivado do 
fungo polimórfico Aureobasidium pullulans, vem emergindo como um componente de 
grande interesse nas áreas farmacêutica e biomédica. Sua alta biocompatibilidade, 
ausência de toxicidade, mutagenicidade e imunogenicidade, além de sua biodegrada-
bilidade e adaptabilidade, conferem-lhe uma ampla gama de aplicações. Ele pode ser 
utilizado no revestimento de comprimidos, cápsulas, grânulos e pílulas, bem como em 
formulações tópicas, como géis e filmes. Além disso, o pululano apresenta grande 
potencial em áreas como engenharia de tecidos, vacinação, direcionamento de fár-
macos e genes, revestimento de formas farmacêuticas, substituição de plasma, ativi-
dade insulinotrópica e engenharia de enzimas e proteínas. Diante desse cenário, o 
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial do hidrogel de pululano reticu-
lado com trimetafosfato de sódio (STMP-Pululano) como uma possível plataforma de 
entrega de exossomos para aplicação na engenharia de tecidos cutâneos. Os resul-
tados parciais obtidos até o momento demonstraram que a reticulação do pululano 
com trimetafosfato de sódio foi bem-sucedida. Além disso, os testes reológicos indi-
caram que os parâmetros mecânicos do hidrogel foram mantidos em diferentes tem-
peraturas e tempos de análise. Com isso, o hidrogel STMP-Pululano foi obtido e está 
pronto para a realização de testes biológicos. 

Palavras-chave: Pululano, hidrogel, exossomos, trimetafosfato de sódio. 
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ABSTRACT 
 

Delivery systems can extend the half-life of exosomes at the target site, preventing 
their premature elimination, which is crucial for achieving the desired therapeutic dos-
age. In this context, hydrogels—derived from natural, synthetic, or hybrid polymers—
stand out as versatile platforms and have been extensively explored in various bio-
medical applications. Their combination of properties, such as high water content, bi-
odegradability, porosity, and biocompatibility, makes them particularly attractive for tis-
sue engineering and cell therapy. Among these materials, pullulan-based hydrogels 
have shown great promise for tissue engineering and drug delivery. Pullulan, a poly-
saccharide derived from the polymorphic fungus Aureobasidium pullulans, has 
emerged as an important biopolymer of interest in the pharmaceutical and biomedical 
fields. Its high biocompatibility, non-toxicity, non-mutagenicity, non-immunogenicity, bi-
odegradability, and adaptability grant it a wide range of applications. It can be used for 
coating tablets, capsules, granules, and pills, as well as in topical formulations such as 
gels and films. Moreover, pullulan has demonstrated significant potential in tissue en-
gineering, vaccination, drug and gene delivery, pharmaceutical coating, plasma re-
placement, insulinotropic activity, and enzyme and protein engineering. Given this 
background, the present study aimed to evaluate the potential of pullulan hydrogel 
crosslinked with sodium trimetaphosphate (STMP-Pullulan) as a possible exosome 
delivery platform for skin tissue engineering applications. The preliminary results 
demonstrated that the crosslinking of pullulan with sodium trimetaphosphate was suc-
cessful. Furthermore, rheological analyses showed that the hydrogel maintained its 
mechanical properties across different temperatures and time intervals. As a result, 
the STMP-Pullulan hydrogel has been successfully developed and is now ready for 
biological testing. 

Keywords: Pullulan, hydrogel, exosomes, sodium trimetaphosphate. 
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FTIR - Infravermelho por transformada de Fourier; 
 
STMP - Trimetafosfato de sódio; 
 
STMP-Pululano – Hidrogel de pululano reticulado com STMP; 
 
VEs - Vesículas extracelulares. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os exossomos são vesículas extracelulares (VEs) de tamanho nanométrico (30 

a 100 nm) de origem endocítica que desempenham papéis importantes na 

comunicação intercelular (Riau et al., 2019; Kugeratski et al., 2021). Eles estão 

presentes em quase todas as células, tecidos e fluidos corporais e auxiliam na 

manutenção da homeostase tecidual na patobiologia da doença (Muthu et al., 2021). 

Dependendo da célula de origem, as VEs, incluindo os exossomos, podem conter 

DNA, RNA, lipídios, metabólitos e proteínas citosólicas e de superfície celular (Kalluri; 

LeBleu, 2020; Kugeratski et al., 2021).  

Sob condições específicas, as VEs provocam regeneração tecidual e 

homeostase e as derivadas de células estromais mesenquimais apresentam 

viabilidade celular, troficidade, efeitos antiinflamatórios, imunomoduladores e 

terapêuticos. Além disso, colaboram na neoangiogênese e na proliferação celular 

(Muthu et al., 2021). Diante dos vários efeitos terapêuticos que podem ser 

proporcionados pelos exossomos, estudos vêm sendo realizados visando sua 

liberação sustentada a fim de investigar a resposta biológica (Wang et al., 2019; Li et 

al., 2022; Cao et al., 2023).  

Os sistemas de entrega podem prolongar a meia-vida dos exossomos no local 

alvo, impedindo que eles sejam eliminados prematuramente, o que é crucial para 

atingir sua dosagem terapêutica (Riau et al., 2019). Nesse sentido, os hidrogéis, 

derivados de polímeros naturais, sintéticos ou híbridos, são plataformas versáteis e 

atualmente, vem sendo explorados e utilizados em diversas aplicações biomédicas 

(Cao et al., 2021). A combinação de propriedades que resultam em semelhanças com 

matrizes extracelulares naturais, como alto teor de água, biodegradabilidade, 

porosidade e biocompatibilidade os tornam atraentes, principalmente, para 
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engenharia de tecidos e terapia celular. Além disso, sua composição, estrutura, 

propriedades mecânicas e bioquímicas podem ser ajustadas para controlar ou 

modular o crescimento, proliferação e diferenciação celular, bem como facilitar a 

difusão das células, solutos e nutrientes, a fim de melhorar seu uso no reparo tecidual 

(Yang et al., 2017; Vega et al., 2017).  

Hidrogéis projetados que podem imitar a matriz extracelular nativa têm se 

tornado cada vez mais um grande foco de pesquisa em engenharia de tecidos. 

Hidrogéis são redes de polímeros reticulados tridimensionais (3D) com alto teor de 

água semelhante aos tecidos naturais, tornando os hidrogéis um candidato atraente 

para andaimes de engenharia de tecidos e análogos de matriz extracelular (Liang et 

al., 2021). Os hidrogéis também podem ser usados para controlar a microarquitetura 

em tecidos projetados por meio do uso de técnicas de fotopadronização e 

microfabricação. Por exemplo, blocos de construção de hidrogel têm se mostrado 

úteis para construir tecidos projetados com características microarquitetônicas 

controladas (Xie et al., 2023). Dado seu uso crescente como andaimes de engenharia 

de tecidos, o desenvolvimento de novos hidrogéis que podem permitir o 

encapsulamento celular e a formação de tecidos pode ser benéfico.		
Os hidrogéis de pululano são amplamente utilizados em engenharia de tecidos 

e administração de fármacos (Qin et al., 2021). O pululano, derivado do fungo 

polimórfico Aureobasidium pullulans, está emergindo como uma importante fonte de 

polissacarídeo de interesse nas áreas farmacêutica e biomédica (Elangwe et al., 

2023). Por ser altamente biocompatível não tóxico, não mutagênico, não imunogênico, 

biodegradável, comestível e devido sua adaptabilidade e flexibilidade, ele apresenta 

uma ampla gama de aplicações, podendo ser usado no revestimento de comprimidos, 

cápsulas, grânulos, pílulas ou formulações tópicas, como gel, filme, entre outros 
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(Pandey et al., 2021; Agrawal et al., 2022). O potencial do pululano na pesquisa e no 

campo biomédico destaca-se para engenharia de tecidos, vacinação, direcionamento 

de medicamentos, direcionamento genético, revestimento de dosagem farmacêutica, 

substituição de plasma, atividade insulinotrópica, além de engenharia de enzimas e 

proteínas (Sinhg et al., 2017; 2021).  

2.OBJETIVOS  
 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial do hidrogel de 

pululano reticulado com trimetafosfato de sódio (STMP-Pululano) para possível 

plataforma de entrega de exossomos para uso na engenharia de tecidos cutâneos. 

 

3.MATERIAL E METÓDOS  
 

 

3.1 Preparação do Hidrogel de STMP-Pululano  

 
O Hidrogel foi preparado na concentração de 6%. Para o preparo foram 

dissolvidos 0,6 g de pululano (Merck Life Science) e 0,17 g de NaOH (Merck Life 

Science) em 6,43 mL de água deionizada em um falcon de 50 mL. Foram dissolvidos 

0,3 g de trimetafosdato de sódio (STMP – Merck Life Science) em 2,5 mL de água 

dionizada.  Quando ambas as soluções estiveram completamente dissolvidas, foi 

adicionado o conteúdo do tubo Falcon contendo STMP no tubo Falcon contendo 

pululano e NaOH.  Após isso, foi adicionado HCl (4 mL para 1 mL de pululano) nos 

tempos de 4 horas e 24 horas e ajustado o pH até ficar neutro para interromper a 

reticulação. Depois de reticulado o hidrogel foi liofilizado por 4 dias.  
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3.2 Caracterização do Hidrogel de STMP-Pululano 

 

3.3.1 Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

Os espectros foram registrados utilizando um espectrofotômetro ALPHA II 

Compact FT-IR. As amostras foram analisadas em estado liofilizado sobre um suporte 

de KRS-5, dentro da faixa de frequência de 4000–600 cm−1. O processamento dos 

dados foi realizado utilizando o software OPUS 6.5 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, 

Alemanha). 

 
3.3.3 Reologia  

O ponto de gel foi determinado usando um reômetro Anton Paar MCR501 con-

trolado por estresse. A geometria placa-placa usada consistia em uma placa inferior 

de alumínio rugosa conectada a uma placa Peltier, bem como uma placa superior de 

alumínio rugosa de 50 mm de diâmetro. As placas foram rugosas para evitar desliza-

mento de parede. Uma varredura de tempo a uma tensão constante de 0,1% e uma 

frequência de 10 rad/s foi realizada a uma temperatura de 37 °C para determinar o 

ponto de gel. O ponto de gel é definido como o tempo que leva para o módulo de 

armazenamento (G′) atingir e exceder o valor do módulo de perda (G″). 

 

4. RESULTADOS 
 
 

4.1 Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é um 

método simples e sensível para entender se a reação de reticulação foi bem-sucedida 

e se ligações específicas foram formadas. As ligações simples entre átomos de 

hidrogênio e oxigênio, especificamente os estiramentos de hidrogenio ligado ao 
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oxigênio aparecem na região de 3300–3500 cm−1, indicando a capacidade de 

retenção de umidade, além disso, surgiram novas bandas no intervalo de números de 

onda de 700–800 cm−1 para os hidrogéis reticulados (Figura 1). Em particular, a 

banda a 760 cm−1, específica para Na3P3O9, que demonstra que a reticulação 

ocorreu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Gráficos de FTIR do pululano comercial (A), STMP-Pululano 4h de 

crosslinking (B) e STMP de 24h de crosslinking. 

4.2 Reologia  

Para avaliar a evolução do gel uma vez formado, suas propriedades 

viscoelásticas foram medidas ao longo do tempo e com diferentes temperaturas. 

Testes de varredura de frequência foram realizados. A Figura 2A mostra o módulo de 

armazenamento do gel vs. tempo. G' no tempo inicial aumenta com a frequência, 

tendo seu pico em 600 segundos. Portanto o teste de viscosidade demostrou que o 

hidrogel de STMP-Pululano tem seu pico com 600 segundos e em 40ºC (Figura 2B e 

2C). 
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Figura 2. Gráficos de reologia do hidrogel de STMP-Pululano. (A) módulo de 

armazenamento do gel vs. Tempo. (B) Viscosidade vs. Tempo. (C) Viscosidade vs. 

Temperatura. 
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