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RESUMO

Plataformasbidimensionaig2D) etridimensionaig3D) sdo fundamentais para pesquisas biomédicas
Enquantoos sistemas 2D utilizam sufieies planas, facilitando a manipulacé observacgéo celular,

0os modelos 3Dempregamuma estrutura mais complexaycluindo esferoides ouscaffolds
biomiméticos, proporcionando uma arquitetura tecidual mais proxiasacondicés in vivo. A
celulose bactéana (CB) é um biopolimero versatil alamente empregado na area biomédica,
especialmente em curativos para o tratamedto fridas de diferentes etiologias, e no
desenvolvimento de novas formulac@es para liberagdinotada € farmacos, entre outras agi¢des.

Além disso, a biocelulose tenide combinada a biomoléculas, como peptideos, para potencializar
suas propriedade bicativas. Sendo assim, o presente estudo explora, pela primeira vez, a
bifuncionalizacdo degptideos dore a superficie da CB, uihndouma sequéncia peptidica mimética

ao col 8geno tipo | ¢ ombi-pdi-O-lsinaeeamagsagnte?minétcaad nt i mi
BMP-7, também associada ao mesmo peptideo antimicrobiano. Apés obtengcdo das plataformas
bifuncionais via ligagdo colente utilizando os agentes de acoplante EDC:NHS, os materiais
foram caracterizados frente suas propriedades figidnicas e morfolégicasEm relacdo a afise
termogravimétricae sua derivaddTGA/DTG), foi constatado trés principais eventos de perda de
massa para todas as amostras, commagdes nos picos de degradacao (Tmax). A funcionalizacdo com
os peptideos nado afetsignificativamente a estabilidade térmica da biocelulose, entretanto a amostra
com BMR7 contendo histidina foi considerada aquela conomestabilidade térmica. As mass
residuais indicaram variacdes na formacdo dos residuos carbonaceos, especiasemestras
CB/ BMP 7 ,-PPIC® CB/CMC A analise por FTIRATR no modo de transmitancia permitiu
identificar as principais bandas copesdentes aos grupos funcionas cklulose. Destacase a

banda em 3350 c¢cm T, atri bu-Hdem a28 9% hssauigdaame nt o
alongamento do CH em alcanos e ao alongamento
flexdo da 4gua ador vi d a; em 14Ftem T ,dedorrrmeas pdondadno T CH

atribuida a vibracdo caracteristica da ligacalf4. No modo absorbdcia do FTIRATR e na
espectroscopia Raman, foram observadas bandas bem definidas associadas as amidas|l (C=0) e
(flexdo do NH e alongamentoaCN e GO-C) , | ocali zadas nas regi»es
a 1542 c tivanente.Na® anpstras funcionalizadas com um ou ambos os peptideos, foi
identificado um recobrimento superficial das fibrilas, restdtanda incorporacdo da
carboximeticelulose (CMC). A CMC foi utilizada para expor grupos carboxila, promovendo a
interag@o com os teninais amina dos peptidedSom base nos resultados obtidos, obssevgue os
diferentes processos de modificacdo supelfida CB influenciaram de formdgasificativa suas
propriedades fisicguimicas e bioldgicas, refletindo diretamente desempenhalo material. As
andlises de AFM e molhabilidade evidenciaram que a incorporacdo de CMC promoveu maior
homogeneidade superfitie manutencédo do carater hidiiob, enquanto a bifuncionalizacdo com
peptideos resultou em aumento da nanorugosidadeducdala energia superficial, associadas a
organizacao e orientacdo molecular dos peptideos imobilizados. Do ponto de vistaditbdigis as
amostras apresentanaadequadaitocompatibilidadesem efeitos hemoliticos ou citotoxicos, além de
favorecerem a praleracdo, migracdoe adesdocelular Destacararse especialmente as amostras
bifuncionalizadas com colage tipo | e BMP7, que proporcionaram um microambienmais
favoravel ao crescimento e organizacao cel®ar.conjunto, esses achadosorgém o potecial da
funcionalizagédo da CB com peptideos bioativigandoaplicagfedbiomeédicas

Palavras-chaves:celulose bacteriangeptideos, adesao celylptatabrmas para cultivo de
célulss, bioatividade.



ABSTRACT

Two-dimensional (2D) andthreedimersional (3D) platforms are fundamental forofmedical
research. While 2D systems utilize flat surfaces, facilitating celtataripulation and observation, 3D
models employ a more complex structure, including spheroids or biomimetic scafioldsling a

tissue architecture closer to in vivo comaliis. Bacterial cellulose (BC) is a versatile biopolymer
widely used in the bioméchl field, especially in dresgips for the treatment of wounds of different
etiologies, and in the development of néemulationsfor controlled drug release, among other
applications. Furthermore, biocellulose has been combined with biomolecules, sspeiptales, to
enhance its bioase properties. Therefore, this study explores, for the first time, the
bifunctionalization of pefides on the surface of biocellulose (BG%¥ing a peptide sequence mimetic

to type | collagen combined withehantimicrobia  p e ppoly-Ldlysineland asquence mimetic to

BMP-7, also associated with the same antimicrobial peptide. Aftéairong the bifunctional
platforms via covalent bondinusing the coupling agents EDC:NHS, the materials were charadterize

in terms of their physicochemical and morpbgical properties. Regarding thermogravimetric
analysis and its derivative (TGA/DTGhree main mass loss events were observed for all samples,
with variations in the degradation peaks (Tmax). Functionabizatiith pepties did not significantly

affect he thermal stability of the biocellulose; however, the sample with -BMBntaining hstidine

was considered to have the highest thermal stability. The residual masses indicated variations in the
formation of carbonaceousesidues, especially in samples /ICB MP 7 , -PPC, BahdJCB/CMC.
FTIR-ATR analysis in transmittance mode allowed the ifieation of the main bands corresponding

to the functional groups of «cel | eldngasor otheOie b an
bond, stand out; at 2899 m T , associated with the elongation
el ongati on of CH ; at 1650 cm T, referring t
corresponding to that d&4 atrikued tithe characteristi®@ibtation ofa n d

t h eldfond. In FTIRATR absorbance mode and Raman spectroscopy-deBiied bands
associated with amides | (C=0) and ll-tNbending and @\ and GO-C elongation) were observed,
located in tle regions of 854 to 1638 cm Tcmnd 1Ir5e5Opetcdi 16U
functionalized with one or both peptides, a surface coating of the fibrils was identified, resulting from
the incorporation of carboxymethylcellulose (CMC). CMC was used tosexparboxyl gwups,
promoting interaction withhe amine terminals of the peptides. Based on the results obtained, it is
observed that the different surface modification processes of CB significantly influenced its
physicochemical and biological propertie#rectly refecting on the material's perfoance. AFM and
wettability analyses showed that the incorporation of CMC promoted greater surface homogeneity and
maintenance of hydrophilic character, while bifunctionalization with peptides resulted insedrea
nanoroughass and reduced surface energgoaiated with the molecular organization and orientation

of the immobilized peptidéBtom a biological standpoint, all samples showed adequate
cytocompatibility, without hemolytic or cytotoxic effects, anadmioted cell poliferation, migration,

and adhdsn. Samples bifunctionalized with type | collagen and B¥&tood out, providing a me
favorable microenvironment for cell growth and organization. Taken together, these findings reinforce
the potential oftinctionalizingCB with bioactive peptides foridimedical applications.

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

1.1.Modelos CelulagsIn Vitro: Comparacéo entre Cultura® e 3D na Pesquisa
Biomédica

O estabelecimentde métodos de cultura cdu bidimensonal (2D)in vitro foi um
dos principais avangos alcancados no século XX, especialmente por garantir a implementacao
de praticasmenos onerosas, de facil interpretagdde menor custo no rastreio/triagem de
medicamatos, bem como o estudo dasicbes e meanismosenvolvidos nas respostas
celulares, seja no contexto normal e de diferentesighs, com enfoque para a biologia do
caner. Deste modo, a pratica de cultivdutar in vitro tem possibilitado grandes avancos
tanto na area biomédicangenharia tadual, mealicina regenerativa e até mesmo em praticas
industriais, mitigando oestes em anima{&APALCZYNSKA et al, 2018; WUet al., 2018;
EDMONDSONet al, 2019.

A cultura de células 2D convencional bassanaaderéncia das células a am
superficieplana, gealmente uma placa de Petri de vidro ou poliestiré@P8) que oferece
supore mecanico para o crescimento celular. @ em monocamada 2D garante que as
células tenham acesso a quantidades semelhaatesitdentes e fatores deescimento
presentes mmeio, resultando em crescimento e proliferacdo homogéneos (CALEB & YONG,
202Q DUVAL et al.,2017).

A principal limitagdo da cultura 2D tradicional é a falam imitar a arquitetura e os
microambiente vivo. Como consequénciaxistem muitasaracteisticas diferentes que as
células cultivadas em 2D possuem em comparacdo aemcélulasn vivo, como
caracteristicas nmmflogicas, potenciais de proliferacao diferenciacdo, interacdes célula
célula e matz circundante a célula eansducédo dsinds (CHAICHAROENAUDOMRUNG
et al, 2019; LVet al, 2017)

O PS tem sido utilizado ha mais de 50 anos nas praticas de ddtoéulas aderente
deanimais e humam Dentre suas vantagens, destacansua elevadconformabilidade que
possbilita a suaconfeccé em diferentes formatos e tamanhos, baixo custo de fabricacao,
elevada tranmaréncia, facilidade na esterilizacdo, aes® de DNase, RNase e metais
pesados,somac a possibilidade de modificacdo de suaesfipie através de diferesgt
tratamente fisicos e quimicos, que possibilitam a otimizacdo da ancoragem, adesédo e
crescimento celular (LERMAMNt al, 2018).
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Embora o so de plataformas de cultivo celulawitro baseada em PS seja de extrema
importanciapara as praticas tradiciais da pesgsa basica aplicada, o uso deliberado deste
plastico € um problema grave tanto parantbiente terrestre, quanto marinho, uma gee
sua degradacao é lenta, favorel®i seu acimulo na natureza e 0 seu consequETeto
no aquecimento ghml. Adiciondmente, @ métodos de cultivo 2D tradicionais fornecem um
fraco mimetismo com o sistema fisiol6gico humano, onde as interacégwepalecem sao
entre célulgplastico,que representam imprecisamente a organizag@darcelos tecidosn
vivo, implicando naeducaada producéo de proteinas, na expressao de genes importantes e na
atividade m&abdlica celular (CALEB & YONG, 2020).

Nes® sentido, frente a necessidade de nosdén vitro mais preditivos, que
mimetizassem @teracado célulanatriz exracelular (MEC), as alturas tridimensionais (3D)
foram originadas, incluindo culturas em suspensao em placas nao aderentes, culturas em meio
concentrado ou sobre materiais geladivs e culturas emscaffolds O cultivo 3D tem omo
principio induzir as délas a se a@o-organzarem em uma estrutura esferoidal, sem aderirem
a uma superficie, onde asdracdes que prevalecem sdo entre c@élaa e célulaviEC. A
arquitetura 3D assnida pelas células, suas matrizes e os biopogdsécretados por elas,
gemam um microarbiente dnamico, que melhor se assemelha a biologia dos tecidos
(LANGHANS, 2018).

Os sistemas de cultura de células 3D forneneaas novos ensaiosaior relevancia
fisiologica, especialmentguando se trataadsenelhanca comportamental coas célulasn
vivo. Na Ultima década, uma variedade de plataformasitro foram desenvolvida pama
viabilizar os sistemas de cultura 3plicados a pesquisa oncolédgica e cdddastronco,
incluindo odesenvolvimento de nogsomedicamentosa pesquisamolecular e iiolégica
envolvida com o desenvolvimento dos diferentes tipotun®rese engenharia de tecidos
para implantacam vivo Entretanto,experimentos envolvendo culas 3D podem ser mais
dificeis de serem replicad, requerem maior tempo @msaio, maio complexdade para
andlise dos resultados e cusebsvados(CALEB & YONG, 2020; DUVAL et al., 2017
KAPALCZYNSKA et al, 201§.

Na transicao entre modelos celuR2b e 3D, novas técnicas adaptadas para vaulti
em 2D também foram posagas, com ontuito de adicionar propriedades bioativas a essas
superficies, bem como alterar sua topografia, rigidez e carga mecanicandmchs
plataformas recobertas por motas da MEC (factina, fibronectina, vitronecta, dentre

outras), substtas microesuturadogmicropogos) recobertos ou ndo com proteinas da MEC,
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substratos bidimensiorsabaseados em arranjos hexagonais de PpE&dimetilsiloxano) e
PLLA (acido poi-latico) e plataformas celulares tipo sanduicbede, neste Gltimo casas
células sé semeadaentre duas camadas de colageno ou poliacrilamida, por exempkt (FU
al.,, 2010; XU et al, 2014; DUVAL et al, 2017). A Figura 1 ilustra a conformacao
dimensonal das células em modelo 2D e.3D

(@90 ) %0y e 2Q)
4 o NV N0
afO
Cultura de célula Cultura de célula
bidimencional tridimencional
(2D) (3D)

Figura 1. Diferengas na disposi¢c&® morfologiacelular entre os cultivos 2D e 3DElaborado pela propria

autora.

1.2. Biopolimeros e BRatideos Funcionais: Potencialidades paragefiaria de

Biomateriais

Biopolimerossaomateriaispoliméricos formaas por monémerogue se repetem ao
longo da cadeia,e que tém origem em fontes naturaisincluindo animais, vegetais
microrganismos Os biopolimerogpossueminimeras vantagens em rg@ aos polimeros
sintéticos, tais comdaixa toxicidades imunogenicidade frent@ ouros organismos Vvivos
elevada hidrofilcidade, e um apelo sustentavel por serem passiveis de biodegradacao,
oferecendo menodanosao meio ambiente. Entretanto, carecgenpropriedades térmicas e
mecanicasSuas aplicagbes se estendem a diferentes aneasndo a area farmacéod
(SHARIATINIA, 2019) cosmeética (JUNCANet al., 2021), alimentos (BARBOSAt al.,
2023), agricultura (BLAGAet al, 2022), e no desenvolvim® de dispositivos medicos
(KAMEL & KH ATTAB, 2020). Ademais, os biopolimeros podem senpregados em
diferentes érmas, tais amo os fimes, membranas, fibras, esponjas, a&@diidrogéis e
como invélucros paralimentos (INACIO, 2022; GHEORGHIT/t al, 2021). Diversos
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biopolimeros tém sidaxplorados na engenhariée tecidos a saber, @do hialurdnico,
alginatode sédio, qubsana, olageno e notadamenteCa.

A celulose (C H o ) ® o bi ogo@dnstimdar o m.
por unidades repetitivas derivadas do monossacariggiwdpiranose, que, apdés a formacao
das ligacOes glicosidc as d-bY 4, pp a degrarm cageiaipolimérica iarma de
residuos de glucosila. Essas unidades se organizam linearmente, originando longas cadeias de
glucano estabilizadas por extensas redes de ligacbes de hidrogénio intra e icidaresle
(GOTTSCHALK et al, 2021; MAVYA et al., 2022).

A celulose |é encontradanajoritariamente naparedes celulares daantas, algas,
fungos protozoarios, bactérias e alguns animais marinhos, incluindo tunicatos
(MADHUSHREE et al.,2024).A celulosel é airda subdividida em dois alomogdistintos:

c el ul (tislieica)e U (mbnoclinica) sendo a primeiraecretada pdractérias e algas e a
segundaextraida de fibras naturais, como algod&o, linho e canhamof or ma | U ap
uma célula unitda triclinica contendo uma Unica caaleha qual residuos de gluclasi
alternados diferem sutilimente em conformacdo e padrdo de ligacbes de hidrogénio. Essa
organizacdo, alda a auséncia deutros componentes (pectina, lignina e hemicelulpses)
resulta emelevadograu de ordenagéo cristalinagnt valores de cristalinidadgue podem
atingir at® 96 %. Em contraste, a celulose |
duas cadeias com simetria helicoi di@dlmete , n a
equivalentes, mas orientados alternadamente em folstastal da rede cristalifd RACHE

et al.,2020).

A celulose pode ser classificada como um biopolimero anfifilico, uma vez que
apresenta numerosos grupos hidroki@H) capazes de intega comasmoléculas de agua.
Entretanto, apesar dessa afinidadenaterial permanece insolivel em meio aquoso. Essa
caracteristica estd associada a elevada estabilidade estrutural da celulose, resultante nao
apenas da extensa rede de ligacbes de hidmgéas tambénpela presenca deteracdes
ndo covalentes entre aadeias polimérica@VOHLERT et al, 2022)

Em relacdo a sua distinta conformagdorfologicag a celulose apresenta microfibrilas
que se agrupanformandofibrilas na ordem de 7 a 13 nm. Bssfibrilas se associam,
formando agregados com espessura de aténdb®ds quais assumem uma conformacao do
tipo fitas (ribbons) com espessura aproximada de até 500 nm e comprimento alcancando

varios micrbmetros
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Outra caracteristica que torna a celul@aplamente empregada nos diferentes
setoresincluindo a area tét alimenticia, biomédica e de mqdaatase da sua natureza
biodegradavel que reduz mspactos ambientais @fereceuma alternativa mais ecologica em
comparacao com materiais sintétic@®biodegradaveis

O primeiro relato sobre sintesede celulos oriunda de microrganismdsi descrito
por Brown em 1886, que observou a formacao de uma pelicula gelatinosa na interface ar/meio
liquido, resltante do cultivo da bactéria anteriormerdenominadaGluconacetobacter
xylinus (atualmente chamaddomagatadiacter xylinu3, em um meio a base de vinagre
(BROWN, 1886).

A celulose bacteriana (CBjambém nomeada como biocelulose ou celulose
nanofibrilada,é sintetizadano formatode umamembranaltamente hidratada, de 99% do
seu contetudo € agua e aproximadamel?o € celulose. Dentre @sincipais géneros de
bactérias aerdbicasbrigatérias e ou/facultativagramnegativas e ndo patogénicas capazes
de sintetizar CB, as mais relatadas sBomagdaeibacter Agrobacterium Aerobacter
Alcaligenes Pseudomonas Achromobacter (BERNARDO et al., 2021; LUPASCU et al,

2022)

Durante a biossintesseja sob condi¢cdes de cultidindmicoou estaticpas cadeias
de glicose organizaree em microfibrilasque se associam entre si, formando as redes de
fibras que sdo extmadas pelos poros presentes na parede celular microbiana. Essas fibras
exibemuma estrutur88D altamente porosa, caracterizada por uma elevaa superficial
(JOZALA et al, 2016).Uma ve sintetizadaa CB pode ser quimicamente purificada por
métodos rkativamente simplesyisando aremocdo de bactérias remanescentes e de
subprodutos advindos do meio de cultivo (PICHESTHI.,2017; TROVATTIet al.,2016).

Acreditase que a biossintesie CB facilite as trocas gasosas dos r@ganismos
além de seliv como uma barreira fisica contra a radiacdo ultravioleta, aumentando a
habilidade destes microrganismos em colonizar substB#3D et al, 2017).

Estruturalmente, &B apresenta a mesma composicdo quimica da celulose de origem
vegetal entretanto, diinguese por sua elevada pureza quimica, uma vez que nao contém
componentes associados as fibras, como hemicelulose, pectina e kgtenaais, apresenta
maior crigalinidade quando comparada a celulose vegetariando entre 70%e 89%
(BARUD et al, 2011;L UP A fj & bl.,2022 S. GORGIEVA, J. TREK, 2019. Somado a
isso, a CB pode ser sintetizada em diferentes tamanhos e foralatosge exibirelevada

retencdo daégua(até 99%)uma moderadtaxa de permeabilidade ao vapor deaglevada
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porosidade,aliado a sua intrinseca rede de micro e nanofibrilas semelhante as fibras
colagenas.

Nesse sentidogpresenta caracteristicas notaveisa possibilidade de combigédo
com outros materiais para obtencadabeompositosespecialmete pela possibilidade dees
submetida a diferentes tratamentos fisicos e quimiesse Gltimo caso, pela disponibilidade
de grupos hidroxilas-QH) reativos na molécula,garantindelhe propriedades adicionais
(BARUD et al.,2011; COURTENAYet al, 2017 DE OLIVEIRA BARUD et al.,2016)

Em relacdo asua naturezédiocompaivel, a CB tem sido explorada na area médica
desde o final do século XX, quando foi utilizada pela primeira vez cabstitito temporario
de pele, sendo comercializad@om o nome BioRI®, atualmente conhecido omo
Dermafill E. O produto ® destinado ao trata
abrasdes, laceracfes e Ulceras. Seu desempenho demonstrou vantagelademaos
curativos convencionais, proporcionando maior aliviodda e acelerando o procesde
cicatrizacdo. Desde entdo, diversos produtos oriundos da CB tém sido disponibilizados
comercialmente para aplicacdo tépica na regeneracdo de tecidos, cRimmkxt®,
Bioprocess® e XCellAMORIM et al., 2022; KUCINSKALIPKA et al, 2015; NAOMI;
IDRUS, FAUZI, 202(. A CB tem sido amplamente explorada em formulacdes farmacéuticas.
No estudo de Ossowidzupniewska et al. (2021), a CB foi testada como carreddor
ibuprofeno, um farmaco aritiflamatorio ndo esteroidal, na foa quimica de sal de éstés
estudos de caracterizacdo fisgquimica demonstraram a obtencdo de um curativo
homogéneo, que permitiu a liberacéo lenta e controlada do ativo. Esses autiadosque a
CB pode ser empregada no desenvolvimento de cusgtv@ feridas complexasjeexigem
controle da inflamacéo local.

Na engenharia de tecidos, a CB tem sido utilizada no desenvolvimento de novos
scaffolds. Em um estudo realizado por Dasak (2022), os antibidticos gentamicina e
estreptomicina foram gorporados separadamente fdmes poliméricos compostos por CB e
poli-Ucaprolactona (PCL). A anélisi vitro revelou que esses materiais apresentaram
citocompatibilidade frente a células renais da linhagem BHR1, além de atividade
antimicrobiana contr&scherichia colie Staphybcoccus aureusO perfil de liberacdo dos
antibioticos revelou uma cinética de liberacdo sustentada por até 48 horas.

Outro estudo, conduzido por Malmir et al.02®), incorporou nanoparticulas de
Quantum Dots de carbono conjugad dioxido de titanio (A@-T i O pelicalas de CB

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

A CB também tem sido estudada como plataforma celular. No estudo de @uhtan
al. (2021), foram investigadas a viabilidade, proliferacdo e citotoxicidade de um curativo a
base de CB contendo fator de crescimento fibroblastico (FGF), associado a
fotobioestimulacdo (FBE). Os resultadiosvitro demonstraram que o curativo funcabn
guando testado em conjunto com FBE, permitiu a adeséo celular e manteve a viabilidade de
fibroblastos e macréfagos na matriz do curativo. Além disso, ndo foram observados efeitos
citotoxicos frente as linhagens estudadas.

Outras aplicacbes da CBicluem seu uso como substitutte vasos sanguineos
(ZANG et al.,2015; WUet al.,2018) e naoftalmologia(RENDA et al.,2015) A Figura 2
ilustra o processo de biossintese da CB, bem como evidencia sua macroestrutura e
microestrutura, representada por umhbcpéa gelatinosa altamente hidratada, e formada por

uma rede 3D de micro e nanofibrilas que se agrupam de maneira aleasjéativamente

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

Figura 2. llustracdo dasintese de CB na interface ar/meio liquido por bactérias-gegativas do género
Komagtaeibacter A imagem ilustra o processo de formag&o danGBneio de culturapds 5 dias de cultivo
que culmina com a formagédo de upwicula gelatinosajueapos ser purificadam solugdo de NaQHornase
translicida A andlisemorfolégicapor Microsopia Eletronica de Varredura (MEV) revela a estrubadas
nanofibras dispostas aleatoriamente, caractarigacCB. Por fim, a estrutura quimica da CB € representada,
destacando as unidades gl i eloYs4Eldbbrada selpiopria altara. por | i ga-
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No desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades diferenciadas, incluindo
aqueles a base de CB, a funcionalizacdo com biomoléculas permite conferir caracteristicas
bioativas ao material final. Diversas proteinas, como enzimastierpos, podem ser
utilizadas para criar superficies funcionais, projetadas para prevenir contaminagbese
da formacéo de biofilmesicrobianos promover a adeséo celular, detectar moléeallas e
catalisar reagBes quimicas especificas. Essasmoldculas podem ser incorporadas ao
material por meio de diferentes técnicas, incluindo adsorcao fisica, funcionalizacéo quimica,
imobilizacdo covalente e métodos de amtganizacao gelfassembly (CACICEDO et al.,

2016).

Ademais,biopolimeroscomo a gitosana e o &cido hialurbnigcambémpodem ser
empregados para modificar superficiesia vez que a quitosana possui acdo antimicropiana
auxiliando na inibicaado crescimento de microrganismosqguantoo acido hialurénico
componente da matriz extraceiylpode conferimaior biocompatibilidade capacidade de
retencdo hidrica, Uteis em curativos e cosmét@esido a disponibilidade de grupos reativos
em sua estrutura, ambos os biopolimeros mencionados podem modificar a superficie da
celulose, contribundo para a reducdo do acumulo indesejado de proteinas e melhoria da
incorporacdo de sequéncias de acidos nucleicos, como aptameros de DNA ou RNA. Esses
aptameros vém sendo amplamente utilizados no desenvolvimento de plataformas biossensoras
altamente set&vas, capazes de reconhecer molécalas com elevada precisg®IRES,
BIERHALZ e MORAES 2015 VAZQUEZ et al, 202).

Em relacédo ao uso de peptideos como camada bieatiwzateriais de origem natural
ou sintética estes apresentam inUmeras vantagera tal aplicacdo, tendo em vista sua
natureza biocompativel, sua elevasipecificidadetamanho reduzido, maior estabilidade,
alta pureza, baixa imunogenicidade, custo inferior e ampla diversidade quimica e biologica
(DAYEM et al, 2023), tornandese esenciais no desenvolvimento de novas terapias
celulares, biomateriais destinados a regeneracdo 6ssea e tecidual, e tamh@ndados
pessoaisincluindo a area dermocosmeética (MACHARDal.,2004).

Peptideos podem ser designados como biomoléculas campos dois ou mais
aminoacidos, unidos por ligagdes peptidicas. Essa ligacdo quimica especifica ocorre entre o
grupo carboxila de um aminoacido e o grupo amina de outro, resultando na liberagcdo de uma
molécula de agua a cada nova ligacdo (COLLIER e SEGUWR11).A sua sintese pode
ocorrerpor diferentes rotagsendo elas (ip sintese em fase séljddo inglés,SolidPhase

Peptide Synthes{SPPS), amplamente utilizada para produgédo de moléculas comfigxas,
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sintese em fase liquida, eficiente paradpcdo emargaescala, €iii) a sintese enziméatica,
alternativa sustentavel e seletivaescolha pela sintese em fase sélida éevao fato de ser

um processo totalmente automatizado, o que torna a producdo mais rapida e eficiente. Além
disso, essa abdagem permite a sintese de peptideos longos e complexos, reduz a perda de
material e possibilita modificacdes quimicas precisas, garantindo maior controle sobre a
estrutura final dos peptided€ILLI et al., 2017; MACHADO et al., 2004). A Figura 3
apresata as principais classes de aminoacidos presentes nas trés sequéncias selacionadas

presenteestudo, sintetizadas pelo método SPPS.

o 6 Glicina

o Histidina O

"b NH,
o HO)I\/\‘/L OH (]/\HI\OH

< 0 NH, O
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£ “"\ OH

< NHZ Alanina Serina s cing

%MKEKVSALKEKNSALKWKVSWE‘ :
Lo}
\

VEHDKEFFHPRYHH

*~
Q
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Figura 3. Estrutura quimica dos aminoécidos glicina (Gly), histidina (His), glutamina (GlIn), alanina (Ala),
serina (SB e leucina (Leu), e as respectivas sequéncias peptidicas sintetizadas via SPPS e utilizadas no presente
estudo. As sequéncias peptidicas foram projetadas com base na combinagdo dos aminoacidos mencionados, e
empregadas para investigar suas propriedades ioatiias, sendo elas:
KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE ( Peptideo rico em kina - LRP), VEHDKEFFHPRYHH

(Peptideo mimético BMP-7) e GARGQAGVMGFO Peptideo mimético aGolageno Tipo I)Elaborado pela

prépria autora.

O mercado globabestas biomoléculaeem crecido significativamente devido ao

avanco tecnolégico e a crescente deraarsin areas como biotecnologia, industria
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farmacéutica e engenharia teciduain 2024, a venda destas biomoléculas alcah¢B$
117,26 bilhdes e deve crescer aaufaxa de CrescimentAnual Composta, do inglés,
Compound Annual Growth Ra(€EAGR) de 10,77%entre 2025 a 2030Estimase que esse
aumento esteja atreladov de sintese utilizando métodoSPPS tendo em vista a garantia
de escalabilidades elevada pureza dos peptideosidis (GRAND VIEW RESEARCH,
2025).

Dentro desse mercado global, destasanes peptideos de colageno, como os da
marca Peptan®, amplamente utilizados na industria alimenticia e de suplementos devido a sua
compatibilidade com diversos processos de produgims deneficios associados a salde da
pele, cabelo e unhas. A Peptan® éorthecida como a principal marca de peptideos de
colageno, sendo empregada na formulacdo de bebidas lacteas enriquecidas com colageno,
além de produtos como sorvetes e outras behidagonais (ROUSSELOT, 2025).

No setor de skincare, os peptideos tém @dorporados em diversas formulagdes
com o objetivo de estimular a producdo de colageno e elastina, auxiliando na reducédo de
rugas e sinais de envelhecimento. Produtos como séramsnes contendo peptideos vém
ganhando destaque no mercado de belezalaevisua eficacia e crescente demanda por
solucgdes antienvelhecimento (L'Officiel Brasil, 2025).

Dentre os peptideos utilizados na engenharia tecidual, a sequéncia RGD se destaca por

sua capacidade de mediar a adesao celular. Nomeada com base em seasidasino
constituintes, sendo estes arginina (R), glicina (G) e acido aspartico (D), essa sequéncia
desempenha um papel essencial na interacdo celular com a matriz extraéepiletos
miméticos a proteinanorfogenéticassea 7, do ingl@one Morphogengt Protein7 (BMP-
7), também possuem relevante papel e contribuicAoeganeracdo 6ssebem como as
sequéncias peptidicas miméticas @dageno tipo |, fundamental para a cicaéo de
tecidose reparo 0sse(@CECCHI et al., 2016; CHIMEDTSERENe et al., 2023; LUOet al.,
2016.

De maneira detalhada, sequéncia peptidica RGD desempenha um papel crucial na
engenharia tecidual ao modular a adesédo celular por meio da interagado cotorasade
integrinas Essa ligagcao ativa diversas vias de sinalizacaaceiurlar, como a via da quinase
de adesédo focaldo inglés, Bcal Adhesion Kinas€FAK), que regula a organizacdo do
citoesqueleto e a migracdo celular, e a wsfatidilinositol 3quinase, do inglés,
Phosphoinositide -Kinase(PI3K) e a proteina quinag do inglés Protein Kinase BAkt),

essencial para a sobrevivéncia e proliferacdo celular. Além disso, a ddsogenActivated
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Protein Kinase/Extracellular Signd&egulated Kiase (MAPK/ERK) contribui para a
diferenciagao celular, enquanto @sianineTriphosphatase$GTPasef incluindo membros

da Ras homolog gene famifRho), a saber,RhoA, Racl e Cdc42controlamdiferentes
eventos biolégicos que ocorrem pitoesqueleto, infienciando processos como adeséao e
motilidade celulafLUO et al.,2016; TUGULU et al.,2007; WANGet al, 2013.

A funcionalizagdo de biomateriais com peptideos RGD tem demonstrado impacto
significativo na regeneracao tecidual, uma vez que melhora eageoo e viabilidade celular,
reduzindo a formacao de tecido fibroso narifsice entre biomateriale o tecido bioldgico
(LI et al.,2008) Estudos indicam que a imobilizacdo de RGD em matrizes como hidrogéis de
alginato, favorece a organizacdo celulala édormacédo de tecidos estruturados, como o
muscular e o 0sseo, ao mimetizas interacdes entre células e a matriz extracelular
(SONDERMEIJERet al., 2018) Essa funcionalizacdo também potencializa a retencdo de
células progenitoras, favorecendo sua difeisgcdo eo processo deeparo tecidual. Assim, o
emprego de peptideos RGIa bioengenharia representa uma abordagem promissora para
desenvolvimento de materialiomiméticos quepossam otimizar antegracdo celular e
promoveema regeneracaiecidual.

Dentre as proteinas de matriz que possuem um papel crucial no processo de
regeneracao tecidual, tése o colageno tipo I, que é uma das formas mais abundantes de
coldgeno no corpo humano, presente principalmente na pele, tenddes, 0ssos e ligamentos
(CHIMEDTSEREN et al., 2023 SINGH et al.,2023. Peptideos que mimetizam o colagen
tipo | sdo projetados para imitar as propriedades estruturais e mecéanicas do colageno,
favorecendo processos como a regeneracao de tecidos. Esses peptideos podem ser usados pa
promover a cicatrizacdo de feridas, melhorar a elasticidade da pele esaté pr@mover a
regeneracao de cartilagens e tecidos 6sseos (XU & KIRCHNER, 2021).

De maneira detalhadsequéncias peptidicas que mimetizanoldgeno tipo | ativam
as mesmas viade sinalizacao intracelular que a sequéncia RGD, uma vez que também é uma
proteina de matriz extracelulamjue interage com diferentes receptores celulares,
especialmente as integrinas. Essas vias desempenham um papel fundamental na adeséo
proliferacdo, sbrevivéncia e diferenciagcéo celular, influenciando diretamente a reg&oera
tecidual.

Chimedtseren et al. (2023) investigaram o potencial osteogénico do peptideo mRCP,
mi m®ti co da cadeia U do col §geno ti pratosl , e

SpragueDawley. O estudo demonstrou formacdo déssea significativeogrgssiva ao longo
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de 12 semanas, com desempenho comparavel ao enxerto 6sseo autélogo e superior a
substituto comercia(Cytrans®. Os resultados histologicos confirmaram a preseafe
osteoblastos e osteoclastos, evidenciando remodelacdo 6ssea

Por outo lado,a BMP-7 (Bone Morphogenetic Proteir), € uma proteina pertencente
a familia das BMPs que regulam a diferenciagéo celular e a formacao de ossos e cartilagens.
Os peptideos gumimetizam a BMP7 tém o potencial de induzir a osteogénese (formacao de
0ss0s) e podem ser usados no tratamento de fraturas ésseas ou em doencas como 0Steoporos
(LIU et al, 2023; LOCK & LIU, 2011).

O peptideomimético a BMP-7 ativa diversas vias de nalizacdo intracelular
essenciais para a regeneragcao tecidual e diferenciacdo .c&lalar das principais vias
envolvidas € a via SMAD §mall Mothers Against Decapentaplégicue medeia a
sinalizacao da superfamilia do T®&FTransforming Growth Factor Ba). Quandoa BMP-7
se liga aos seus receptores na membrana celular, ocorre a fosforilagdo das proteinas SMAD1,
SMADS5 e SMADS, que formam um complexo com SMAD4nslocandeepara o nlclece
regulando a expressao de genes osteogénicos, Ranx® essenial para a diferenciacao de
osteoblastos.

Além da via SMAD,a BMP-7 ativa a via MAPK iitogenActivated Protein Kinage
influenciando a proliferacdo e diferenciacdo celulA p38 MAPK, em particular,
desempenha um papel essencial na osteogénese egémed®. Outra via relevante é a
PI3K/Akt, que regula a sobrevivéncia celular e o metabolismo energético, aspectos
fundamentais na regeneracao tecidual.

O peptideomimético a BMP-7 também pode odular indiretamente a sinalizacéo
Whn t-¢afenina, promovendo diferenciacdo osteogénica e contribuindo para a homeostase
do tecido 6sseo. A ativacao dessas vias de sinalizagha o BMP7 um fator essencial para
a regeneracao 6sseaartilaginosa, ao aplicacdes terapéuticas em tratamentos ortopédicos e
outras ondicdes de regeneracgao tecidual (AYKedal, 2021; CECCHEt al, 2016; KHAN
et al, 2004; MAet al,, 2023).

Estudos sugerem que a funcionalizacdo de biomateriais cotitlgmep miméticos a
BMP-7 representa uma estratégia promissora para a regenersgaoldm exemplo é o BFP
1, um peptideo derivado do pddéminio da BMP7, que demonstrou potencial osteogénico
superior ao da BMHF recombinante. Esse peptideo tem sido agticem hidrogéis de

alginato, nanoparticulas de silica mesoporosa e scaffoldofi@éts, promovendo a
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diferenciac@o osteoblastica de céldti@mco mesenquimais (MSCs) vitro e estimulando a
formacéo 6ssea em modelos de defeitos 6sseos (OLGHERVELLO, 2022).

Outra clase de peptideos que vem se destacando séo os peptideos@iamisrque
conferem atividade de amplo espectro frente a uma gama de patégenos, além de atuarem na
modulacdo de respostas pnflamatorias, estimulo a proliferacdo celulara cicatrizacdoed
feridas (HUAN et al, 2020) Um exemplo notavel é tysine-Rich Peptide(LRP), um
peptideorico emaminoacido Llisina, unido por ligacdes peptidicB&mino (entre o grupo
amino da cadeia lateral e o grupo carboxila da liseguinge). Essa biomoléculaem
demonstradeficicia contra patégenos comapergillus paasiticuse Penicillium expansum
sendo, portanto, uma alternativa atraente ndo sé para a preservacao de alimentos, mas tambén
para aplicacBes biomédicas. Além dispeptid®s aprovados pelo FDAood and Drug
Administratior), como gramicidina, daptomicina colistina, tém demonstrado enorme
potencial terapéuticSANTOS et al, 2018; KHAN & OH, 2016) Outro notavel peptideo
antimicrobiano que vem sendo explorado erdés pr queimaduras é o PXL15BJORN et
al., 2015)

Diversas estratégias podem setlizadas para a funcionalizacdo de biomoléculas em
diferentes arcaboucos sgaffolds sendo as mais comuns a imobilizagéo fisica e quirica.
imobilizacéo fisica bas@se en interacdes nao covalentes, como a adsorcao eletrostatica, que
ocorre devido a atcdo entre cargas opostas da biomolécula e da superficie do material. Além
disso, a interacdo hidrofébica explora afinidades entre regides apolares, promovendo a
ancoagem @& biomoléculas em superficies hidrofobidseNDES et al.,2011).

As forcas devander Waalsdesempenham um papel crucial na funcionalizacdo, pois
envolvem interagdes intermoleculares fracas, mas cumulativas, que podem estabilizar
biomoléculas na qerficie do material. Essas forcas ocorrem devido a flutuacGes temporarias
na distribuicaceletrénica dos atomos, gerando dipolos instantaneos que induzem dipolos em
moléculas vizinhas. Dessa forma, estabelesenfiorcas atrativas entre a biomolécula e a
superfidge do material {lOCHEBUENA; RAMIREZ; IRETA, 2015.

No contexto da adsor¢cédo de piotes e peptideos, as forcas de Van der Waals sdo
particularmente relevantes para superficies hidrofébicas e levemente polares, como polimeros
e nanomateriais funciohzados A proximidade entre a biomolécula e a superficie permite
que essas interacdes semem, resultando em uma ancoragem estavel sem comprometer a
estrutura tridimensional e a funcionalidade biolégica da biomolédWRCHEBUENA,;
RAMIREZ; IRETA, 2015.
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J& a inobilizacdo quimica se baseia na formacédo de ligacdes covalentes estaveis entre
biomoléculas e superficies, geralmente por meio de grupos funcionais como aminas,
carboxilas e tidis. Métodos via silanizacdo sdo amplamente aplicados para modificar
supeficies de vidro e silica,construindocamadas reativas para posterior acoplamento
biomolecular(CLARO et al, 2022).

Na Tabela 1 podese visualizarum compilado dos estudos mais recentes que
investigaram o uso da CB funcionalizada com diferentes peptisiejade maneira isolada ou
utilizando peptideos quiméricogstudos conduzidos em nossogrupo de pesquisa em
Biopolimeros e Biomateriais (BioRdht), também tém focado em explorastratégias de
funcionalizacdo da CB condiferentes organosilanos, moficacdes fisicas e quimicas
envolvendo o uso d@lasmaetchinge plasmgetting, e o usade fatores de crescimento, com
aplicacdes que se concemtr&specialmente no desenvolvimento de plataformas celulares
capazes de promover espraiamento, adesdo e Igevacdo celular, bem como no
desenvolvimento de novos biocurativos antimicrobianosjalamentaa regeneracdo 6ssea
guiada(BENEVENUTOet al, 2023; CLAROet al, 2022;QUINTANA et al, 202).

Ressaltese ainda que os principais métodos de funciomegdia da peliculas de CB
sdogovernadodanto por adsor¢do, ondes biomoléculasdo imobiizadas a superficie por
meio de ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e interacdes hidrofébicas
(GILBERT; KNOX; BORASTON, 2013), bem como por técnicas wheobilizacdo
envolvendo os agentes EDC-¢fil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e NS (N
hidroxisuccinimida). O EDC atua como um agente de acoplamento ativando 0S grupos
carboxilas da CB (previamenteodificada com carboximetilcelulose, por exemptpe rdo
reagir com os grupos anaimos peptideos. O NHS é frequentemente adicionadéopuogar
um complexo estavel com o EDC, aumentando a eficiéncia da reacdo de acoplamento e
evitando a formacédo de subprodutos indesejados (MALCOR & MALEGERIN, 2022.

A ligacéo quimica formada por melo usodosagentes de acoplameriEDC:NHSé
uma amid, caracterizada pela presenca de um atomo de nitrogénio (N) ligado a um carbono
(C) através de uma ligacdo dupla (C=0), formando uma estrutura planar. Essa ligacao
covalene € altamente estavel e resistente a condi¢cdes adversas, proporcionando uma
imobilizacdo robusta dos peptideos na matriz biopolimérica, e notadamente, impede a
lixiviagdo dos peptideos, além de preservar a sua atividade biolégica (VARANKOD,

2020).
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Tabela 1. Membranas biopoliméricas de CB funcionalizadas com diferentes peptidgedgacdes nao

covalentes e covalentes com ampla aplicagdo biomédica.

. . Método de o a
Biomoléculas . e Aplicacbes Referéncias
imobilizacdo
Peptideo Ade cresciment Adsorcio PotenC|aI~ostf30|ndutor: SASKA et al (2018)
osteogénio (OGP) regeneracao 6ssea guia
Upoly-L-Lysine EDC:NHS Biocurativo com ampla FURSATZet al.
(GPLL) ' atividade antimicrobiana (2018)

Peptideo quimérico
[peptideo ligante de
carboidratos (CBPR)
peptideo antimicrobianc
KR-12 (oriundo da
catelicidina humana
presente em leucdécitos
queratirddtos e células
epiteliais de mucosas)]

Peptideo bifuncional
AMP (peptideo
antimicrobiano)}CBP e
peptideo bifunional
RGD (peptideo de
adeséo celulaiTBP

Peptideo antimicrobianc
Bac7 (Bactenecina 7),
isolado da bactéria
Bacillus subtilis

Peptideo antimicrobianc
nisina isolado da bactéri
Lactococus

3-mercaptopropil
trimetoxisilano (MPTS)

Fator de crescimento de
fibroblastos
(FGF2)

Modificacdo com plasm:
etchingde G

Adsorcéo governada pele
afinidade da superficie de
CB com o peptideo CBP

Adsorc¢do governada pele
afinidade da superficie de
CB com o peptideo CBP

EDC:NHS

Adsorcdo mediada por
ligacdes de hidrogénio e
ligagBes eletrostaticas

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

Modificag&oin situ

Tratamento com plasma d
Ozpor 2.5 e 5 min

Biocurativos com ampla
atividade antimicrobiana

Atividade antimicrobiana
comprovada e promoca
do espraiamento celulal
de fibroblastos dérmicos
humanos

Promoc&o de maior
adesdo tanto
queratinécitos humanos
assim como com a pele

suina (ensaiex vivg

Atividade antimicrobiana
comprovada e
possibilidade de
aplicagdo na area de
embalagens de alimentc

Promocéo da adeséo di
fibroblastos GM07492

Constatacdo do aumentt
da densidade celular de
fibroblastos

Promocé&o da
proliferacéo, viabilidade,
mineralizagéo e atividad:

de fosfatase alcalina de
Odgeo-1

ZYL & COBURN
(2024)

WEISHAUPT et al
(2020)

KIM et al. (2021)

DOS SANTOSet al.,
(2022

CLARO et al.(2022)

QUINTANA et al.
(2021)

BENEVENUTO
et al.(2023)

33


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

Conforme evidenciado na Tabela 1, Katal.(2021) investigaram a modificacdosda
nanofibras de CB com peptideos Bamertencente a familia de peptideosndernalizacéo
celular, usualmente empregados em sistemalsbdeacdo transdérmica de farmacos e em
curativos para cicatrizacao de feridas (HORN & NEUNDORF, 2018; HetN&b, 2019). O
estudo avaliou a atracdo celular de queratindcitos humanos (HaCaT) e a adeséo celular frente
a pele suina em ensaiex vivo Destemodo, foi comprovado que a funcionalizagdo com
peptideos Ba@ aumentou significativamente a atracdo entre células Ha@adfibras de
CB em até 165% quando comparado as nanofibras ndo funcionalizadas. Outro achado
importante constatou que as nanofibrasCi/Bac7 promoveramum aumento da adesé&o
frente a pele suina de porco, sendo dependente da concentracderde Bac

Fursatzet al.(2018) também investigaram o uso@®& c o mPLL com potencial uso
como curativo de feridas. A funcionalizac@a CBc o mPLU inibiu o crescimento ds.
epidermidis mas nao afetou a citocompatibilidadeente a fibroblastos humanosA
funcionalizacdo néo teve efeitos significativos na estunanofibrosa e nas propriedades
mecanicagjuando comparada CBnativa

Tendo em vista as propriedades supracitadas da CB que a elenca como um excelente
arcabouco e plataforma celular, e o crescente uso de biomoléculas para tornar esses sistema:s
bioativos, incluindo o emprego degeptideos que mimetizam importantes proteinas de matriz
extracelular, o presente estudo focou em investigdet primeira veza possibilidade de
bifuncionalizacdo depeliculas de CBpelo métodode ligacdo covalenteutilizando uma
sequéncia peptidica mimétiaa colageno tipo I,uma sequéncia peptidica mimétac8PM-7
e o0 peptideaico em lisina (RP), e a partir disso, investigar as propriedades figidoicase
morfolégicasdestas plataformas, bem como aprofundar o ementb de suas respostas
bioldgicas. Para tal, duas diferentes plataformas celulares foram desenvolvidas, sendo a
primeira voltada ao estudo do comportamento de adesdo e proliferacdo de células
fibroblasticasde origemmurina(L929), e a segunda, voltadaa&aliacdo da adesao celular e
da producdo de proteinas MEC, bem como da atividade de mineralizacdo, por células
Sa0S2. Ambas as plataformas tambémerdo investigadas quanto sua atividade

antimicrobiana, propriedade promovida pelacionalizacda@om opeptideoLRP.
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2. OBJETIVOS
2.1.Objetivos Gerais

Investigar e validar novaglataformas de cultivo celuldrifuncionaisbaseadas em
CB/peptideos miméticos a colageno tipbRP e CB/peptideos miméticos a BMPLRP
voltadas a otimizéip dos processos de adesaopliferacdo e migracdode células

fibroblasticadde murino (L929) e osteossarcoma (Sac2:

2.2. Objetivos Especificos

1 Determinar a eficacia da sintese em fase sOlild@ sequéncias pegiitias
GARGQAGVMGRFO (pepticeo mimético a colageno tipo 1), VEHDKEFFHPRYHH
(peptideo  mimético aBMP-7) e KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE
(peptideo rico em Lisina LRP) por meio deespectrometria de massa® modo de
ionizagdo poelectrospray ESFMS) e dicroismo circular.

1 Avaliar a eficacia da ifuncionalizacdo das peliculas deB com & diferentes
sequéncias peptidicas através da imobilizacdo por ligdedgs amidautilizando os
agentes de acoplamento EDC:NHS

1 Caracterizar as plataformas obtidas por técnidésco-quimicas, a saber
Espectroscopia de Infravermelho comafsbrmada de Fourier,Espectroscopia
Raman Analise Termogravimétrica Microscopia Elebnica de Varredura
Microscopia de Forca Atémicaensaio de molhabilidade por medicdo do angulo de
contato

1 Avaliar aspropriedades bioativas das peliculas de CB funtimattas com peptideos
através do ensaio de citotoxicidanhe vitro, ensaio de adesacelular e ensaio de

migracace prolifergaocelula

3. MATERIAIS E METO DOS

3.1. Obtencéao das peliculas de CB

A producao das peliculas de @& realizada em parceria com a engarelB Biotec
de AraraquaraFoi utilizada a cepa AFpertencente ao género e espébienagataeibacter
rhaeticus a partir do cultivoem meio de cultura liquido sob condi¢cbesestatias que
apresenta seguintecomposicao basica: 2% (m/v) glicose, 0,5% (np&ptona, 05% extrato
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de levedura, 0,27% (m/v) fosfato disédico anidro e 0,115% (m/v) &cido citrico
monohidratado. O cultivolasbactéias foi realizalo em placas de24 pogcoscom tempode
cultivo de 96 horas a 28°C. Para a remocao dos microrganissogrebrana passarampor
tratamento quimicatilizando solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M por 30 minutos a

70°C, send@osteriormentéavadacom agiadestiladaaté atingir pHheutro.

3.2.Sintesee purificacdalas sequéncias peptidicas

As sequéncias péicas, sedo elas, KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE
(peptideo rico em lisina massa molar de 3113.69 g/mol, VEHDKEFFHPRYHHH e
VEHDKEFFHPRYHH (peptideos miméticos a BMP com e sem histidina,
respectivamente), massas molares de 2014.17 g/mol e 1878.01aBARGQAGVMGFO
(peptid® mimédico a colageno tipo 1), massa molar de 1163.31 g/mol, foram sintetizadas
através do método de Sintese de Peptideos em fase Sdlida (SBRB)tpeblo envolvendo
o uso de fluorenilmetiloxicarboxil (Fmoc), e grupos protetake cadeias lateraiseftc-butil,
tritil e terc-butiloxicarbonil). Essa etapa foi conduzida em colaboracdo com o Laboratério de
Estudos de Peptideos Bioativos (LEPepBioprdenado pelo Prof. Dr. Norival Alves Santos
Filho, nas dependéncias do Institd®mQuimica de Araraquaf&NESP.

O Fmoc é um grupo protetor utilizado na sintese de peptideos em fase sélida
utilizando a resina Rink amiga com a fun-«o0o deamimrde tcasla e r
aminoacido. e impede que o grupo amina reaja durante as etapas de acoplamento, evitando
reagOes indesejadas. Dessa formamod- juntamente com os agentes de acoplamente N,N
diisopropilcarbodiimida (DI e N-hidroxibenzotriazol (HOBLt), foi empregado na sintese dos
peptideos. Apds cada etapa de acoplamento, foi realizado um teste de ninidrinaetkaiser
1970), reagente quem altas temperaturas reage com grupos amino livres, liberando um
composto decor azul (maioria dos aminoacidos) ou castanho (prolina)paificaera
efetividade da ligacdo entre os aminoacidos. Para cada ligacdo peptidica, foi conduzida uma
etapa de desptecdo, utilizando 20% de-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF),
garanindo a remocao seletiva do Fmoc e permitindo que o grupo amireméhoacido
ficasse disponivel para a ligagdo seguinte, assegurando a obtencdo da sequéncia peptidica
desejada.

Apo6so acoplamento de todos os residuos de aminoacidos, ssguam a etapaed
clivagem, que corresponde ao rompimento da ligacdo do pepiide@ resina. Essa etapa

utilizou um coquetel de clivagem contendo agua ultrapura, triisopropilsilano (TISgidoo a
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trifluoracético (TFA) (proporgéo de 2,5%; 2,5%; e 95% respectivameme;sab agitacdo
branda por 2 horas. O volume utilizado foi cdédclo na proporgcéo de 1 mL de solugcéo para
cada 100 mg de resina. Os sobrenadantes contendo os peptideos féif@adde e
i denti fi c-BRld ¢AN2413phbmuto; BMP7 (AA2416) bruto, BMP7 com histidina
(AA2414) bruto, e colageno tipo | (AA2415) bout

A purificagdo dos peptideos foi realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa, mnodo semi preparativo, utilizando coluna C18 (Phenomenex 2,1
x 25 cm) em gadiente de $5% o peptideo BMF histidina; 560% o peptideo BMF e
Colageno tipo I; 5% o peptidedRP; de solvente B (0,036 TFA em acetonitrila) por 120
minutos. Apds a puitacado, as fracfes de interesse foram acompanhadas em cromatdgrafo
analitico para a determinacao do grau de pureza.

Os espectros de massas dos peptideos foram obtidos em um espectrometro de massas
LCQ FLEET ThermoScientific, com injecao direta em mod&8¢MS e deteccdo em modo
positivo. Esses ensaios foram conduzidos no emp&nto de Bioquimica e Quimica
Organica, Instituto de Quimica de AraraquiataNESP.

3.3.Funcionalizacdo das peliculds CBcom as sequéncias peptidicas

A incorporacdo das sequérsipeptidicasobre as peliculas deB foi inicialmente
conduzida através d imobilizacdo covalente utilizandms agentes de acoplamento
EDC:NHS O processo de imobilizacdo das sequéncias peptidicas na matriz polimérica de CB
por meio de ligacbes covalenties realizado pelo mecanismo deosslinking intermediado
pelos agentes ed acoplamento EDC:NHS, baseado npsotocolos apresentados por
Hermansor{2013) eChimondeset al (2013)

O primeiro passo consistno preparale uma solucédo de carboximetilcelkgo(CMC)
com concentracao de 0,5 mg/mL, adicionando cloreto de sédio avb(Esta mistura foi
incubada sobre geeliculas de CBimidapor 1,5 horasEm seguida, prepareae uma solucao
contendoalbumina sérica bovina (BSA) a 0,4 Blps agentedsle acoplamentdDC e NHS,
ambos na concentragéo de 0,1 M. Esses agentes foranvidies@m uma proporgdo de 1:1 e
mantidos em contato com psliculas de CEor 15 minutos, utilizando agua destilada como
solvente. Ap0so término @ incubacédo, foi realizadtrés lavages consecutivas para a
remocéao daolucao, removendseassim os compentes néo ligados.

Posteriormente,saamostras foram incubadas com uma solugéo de 5 mg/mL de BSA

em tampao acetato a 10 mM (pH 3,9), asseguranidyacao eficientecom as sequéncias
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peptidicas Sendo assimadiciorou-se assequéncias peptidicas na cantcacdo de4 ug/mL
(SASKA et. al, 2012) por um periodo de 12 horas,4 °C. Por fim, as membranderam
cuidadosamente lavadas com &agua destilada estéril, garantindo a eficacia do prepa
(FURSATZ et al, 2018) Esse protocolo foi realizado tanto para eiculas de CB
funcionalizadas com uma Unica sequéncia peptidica quanto para dgoeiasalizadagsom

dois peptideos. No segundo caso, o primeiro peptideo foi incubado por 12,leppéas sua
remocao, o segundo foi imediatamente adicionado e mambidmais 12 horasAposessas

etapasasCB foram secas em temperatwambiente

3.4.Estudos conformacionais por dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) foi empregada para a caracterizacéo
estrutural dos peptidegsermitindo a @aliacdode sua conformacédo secundaria e de possiveis
mudancas estruturai®s espectros deD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco J
815, utilizando cubetas com caminho 6ptico de 1,0 mm, com cinco varreduras por espectro e
tempo de integracdo @es porponto. Para todos os experimentos a leitimiarealizadaa cada
0,5 nm com controle de temperatura a 25° C. Neste estudo foram preparadas solugcdes
estoques dos peptidees tampao fosfato salingpfiosphate buffered salin®BS, pH=7,4).

As solucds de pepideos foram tituladas com SDS 5 mM (mimético de membrana) e
Trifluoroetanol (TFE) 60% (solu¢do indutora de estruturacdo). Para cada peptideo,
considerotse uma solucao estoque contendo 1 mg em 1 mL de tampao PBS. A partir do
estoque e do calculoectoncerracdo, a concentracdo final do peptideo foi de 60 @i.

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

final ajustado para 200 uL com tampado PBBcalculo da elipticidade moldf], utilizado
para conerter os dados experimentais inicialmente expressos em milidegree, foi realizado de
acordo com a Equacéao 1, conforme descrito por Casallanovo et al. (2006).

valor(emmilidegree)

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

Equacao 1

No numerador é inserido o valor de elipticidade obtido pelo equipamento, expresso em
milidegree( md e g ) . O termo a corresponde ao camin
representa a concentra-«o do pept2deo -utild]
se ao numero de residuos de aminoacidos presentes na molécula.
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3.5. Caracterizaedes fsico-quimicase morfolégicas

Todas as peliculas deBMifuncionalizadas com as diferentes sequéncias peptidican

caracterizadas utilizando as seguintes técnicas:

a)

b)

d)

Espectroscopia Vibracional na Regidao do Infravermealbomodo de Reflexao
Atenuada(FT-IR/ATR): A técnicafoi utilizada a fim de realizar uma analise dos
grupamentos quimicos presentes nas peliculas de CB nado funcionalizadas e
funcionalizadas comasdiferentes sequéncias peptidic@s. espectros de HR/ATR
foram obtidos utilizando ospectrinet r o Cary 630 FTI R, na f a
cm T, com um total de 32 varreduras e re

Espectroscopia RamanAs andlises dos filmes foram realizadas em um
espectrdbmetro FRaman Bruker Multiram, utilizando um laser M&G com
comprimento de onda de 1064 nm. Os espectros foram adquiridos com resolucao
espectral de 4 cm T, cobrindo a faixa ¢
ajustada para 300 mW, e cada espectro resultou da média de 512 varredurag\éscans).
analiseforam conduzidagm parceria com professor Luiz Fernando Cappa.

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

Microscopia Eletronica de Varredura (ME¥fophdo ao EDSInvestigouse &
caracteristicas morfologicas dos filmee CB funcionalizadasom diferentes
sequéncias peptidicasomado aandlisee mapeamentauimico por EDS (Xray
eneggy dispersivespectroscop)XEDS) utilizando o microscépio marca JEQhodelo
JSMHT500HR, operandcsobuma tenséo de 2 k\As analisedoram conduzidamo
Instituto de Quimicae Araraquara.

Microscopia de Forca AtomidMFA): para determinacdo do aspetmpografico e
de rugosidade das peliculas de CB funcionalizadas com diferentes sequéncias

peptidicas. As analises foram conduzidas no LNNano/CNPEM. As imagens
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f)

topogréficas foram obtidas em um microscépio de forca atdmica Bruker® MultiMode8
no modo Peakorce Tapping®. Foi utilizada uma sonda Bruker® SCANASYAER
com constante de mola nominal de 0,4 N/m e raio da ponta de 2,0 nm pasdaraarr
A plataforma do AFM foi montada em uma camara ambiental, que permite o controle
da umidade relativa e da teangtura (10% e 25 °C).

Andlise da molhabilidadens angulos de contato foram medidos de acordo com a
norma ASTM D572599 (ASTM, 2003) paravalia a hidrofilicidade/hidrofobicidade
das peliculas de CBativa efuncionalizadas com diferentes sequénciasigeps.Foi
utilizado o equipamentBaméhart 260F4 Series goniometer, na qual foi realizado em
triplicata com 2 gotas por amostrs analisesoram conduzidasia UFSCAR.Para o
célculo da tensao superficidyram utilizados agua deionizada e diiodoanetcomo
liquidos sonda. A te@® superficial pode ser definida como a relagdo de forcas que
atuam diferentemente na parte mais superficial de um liquido em compeoatas
forcas que atuam internamente. Quanldias superficies estdo em contato formando
duas fases, solido e liquido,p&ssivel calcular a tensdo superficial aparente formada
na interface (PAIVA 2020; YUAN; LEE, 2013; ZETTLEMOYER, 197®artindo da
medi da do ©ngul o de eraequacactconhetidb)cgmo Bquatams s 2
de YoungDupré, que antecede a tensdopetficial (ZETTLEMOYER, 1974),
conforme representada abaixo:

yiv (1 + cos 6) = 2 (ylyi)?
(Equaca®)

Ondel (& atensao superficial do liquid sendo composta pelas contribui¢cdes
dispersive PL el 9, enquantd % e[ 9 correspondem, respeddimente, as componentes
dispersiva e polar da energia superficial do s¢lamforme evidenciado riaquacadb
(ANNAMALAI et al., 2016):

1 1
yi (1 + cos 6) = 2 (y§y{)z + (vY5v[)z
(Equacam)
Para calcular a tensédo superficial e as componentes polares e dispersivas do
materiais obtidos, mBrreuse a equacado aproximada de Wu (1978) de superficies

poliméricas, baseaneke em média harmonicaquacaat):
dd p.r
o sy , Ysvp
Y (1 +cos8) = 7" +—5—
YstyL Ysgtyg
(Equagiod)
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Os valores das componentes polares e dispersivas dos liquidos sondas, assim
como sua energia de intacé, conforme descritgor Zettlemoyer (1974)foram

computadosa Tabel.

Tabela 2. Valores das componentes polares e disperdiesito por 2tlemoyer(1974)

AGUA DIIODO METANO
Coef. Lig/vap 72,8 50,8
Componente polar lig/vap 51 0
Componentalispersiva 21,8 50,8

3.6.Ensaos Biologicosin vitro

a) EnsaioHemolitica foi realizado o preparo da solucdo estoque dos peptidabdsndo

1 mg ressuspensem 0,5 mL de tampédo PBS (pH 7,8lém disso, foi realizado o
preparo da solucdo de eritrocitosagtip da diluicio em tampado PBS (1/2Bara analise

do perfil hemolitico, bram realizadas diluicdes seriadas dos peptideos, partindo da
concentracdo de 538/mL até 1ug/mL, todas em duplicata€omo controles, utilizou

se tampdo PBS (ndo ocasiona hemdle Triton 1% (ocasiona 100% de hemodlise).
Foram adicionaoks 100uL da solucéo de eritrécitos nos tubos contendo as diluicbes dos
peptideos sendo mantidos em estufa3@ C por 1 hora. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 500 g por 5 minutes s sobrenadantes forartransferidos para
microplacase lidos emleitor de placas a 540 nrRara o calculo da % de hemdlise foi

considerado:

(absorbincia da amostra — absorbancia do controle negativo)

% de hemolise: 100

(absorbancia do controle positive — absorbancia do controle negativo)

b) Ensaio de citotoxicidadd?ara o ensaio, utilizese fibroblastos murino derivados de
tecido conjuntivo (L929)Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de cultura
Dul beccobds Modi f {(DMEM) siplenerdadoscord® abi Sonm Fetal
Bovino (SFB) e antibitticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com
posterior incubacdo em estufa a 38G% de CQ. Apds 2 repiques consecutivos,
iniciou-se o0 ensaio de citotoxicidade, empregando uma concentracabxI1dg

células/poco, que foram incubadas em placa de 96 pocos. A placa foi mantida por 24 h
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em incubadora, respeitando os mesmos parametresgderatura e porcentagem de £0
descritos anteriormentd?aralelamente ao plaqueio das células, os tratamémam
preparads de acordo com a ISO 10993. Para tal, 1 cAde cada materidbi disposto

em tubo cbnico com posterior esterilizacdo em radibky/ por 30 minutos. Em seguida,

foi feita a adicdo de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro fetal bovino). Os
flmesem contato com o meio foram deixados sob agitacdo por 24 horas a 37°C. Com o
término das 24 h de plagueamento das células, awaiou estabelecimento da
monocamada com o auxilio de microscopio, e em seguida, o0 meio de cultura foi retirado
e os elutos ofundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular,
respeitando o volume de 200 ulL/poc¢o, seguido da incubacasteiam @e CQ por mais

24 h. Decorrido as 24 h de tratamento, os eluatos foram removidos, seguido da lavagem
comPBSpoduasv ezes consecutivas. F iresazUrindorand 0 e s
adicionados em cada poco. A placa foi novamente incubada a&8v&Brigo da luzor

4h. Finalizado o periodo de incubac@oresazurindoi retirado dos po¢o€s valores de
aborbanga (Abs) foram obtidos em espectrofotbmetro de microplé8gsergyHTX)

com leituraem 570nm (reduzido) e 600nm (oxidad®@omo contole de sobrevivéncia
(controle negativo), as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os experimentos
foram conduzidosra triplicata, em trés ensaios independentes, incluindo os controles
(MOSMANN et al, 1983). Com os valores de Abs, calcusmua médi da porcentagem

de viabilidade celular em relacdo ao controle de sobrevivéncia (100%), conforme
apresentado pela equad¢aabaixo (normaSO 109935):

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

Ensaio de Proliferacdo Celuldnicialmente, as células929 foram cultivadas em meio

de culturaDulbb ec co6s Mo di f i e©@MEM)asgplementado bbendl0% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e antibiéticos (penicilina 100 U/ndstreptomicia 0,1
mg/mL), composterior incubagéo em estufa a 37°C e 5% dge E@roliferagcéo celular

foi avaliada pelo ensaio desazurina, com as células cultivadas diretamente sobre as
superficies dos materiais. Antes do ensaio, as amostras foreadasoem segd de 1

cm?, estdlizadas por exposicéo a radiacdo UV por 30 min em cada lado e colocadas em
placas de cultura de 2dbgos (ISO 109932). As células foram semeadas diretamente

sobr e 0Ss materi ai s na concenmeimde«coltun d e 0
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completoeinctadas a 37 AC em atmosfera umidif.i

controle, as células foram cultivadesn pocos sem material. O meio de cultura foi
trocado a cada 24 h durante todo o experimento. A atieidzetabolica celulautilizada
como indicador indieto de proliferacdo, foi avaliada apos 24, 48, 72 e 168 horas de
cultura. Em cada ponto de tempo exmpental, o0 meio foi removido e substituido por
uma solucéo de resazurina preparada em meio de cultura (10% v/v). Asaarfarstm
incubadas por 3 a 4 hnas a 37 °C, protegidas da luz. Apds a incubacéo, aliquotas do
sobrenadante foram transferidas para yntaca de 96 pocos e a absorbancia foi medida a
570 nm (SynergyHTX). Os experimentos foram conduzidos em triplicata, e@&s t
ensaios independentesciuindo os contiles (DORMet al.,2022). Utilizando os valores

de absorbancia, taxa de proliferacdo elular foi calculada, conforme mostrado pela
equacad abaixo (ISO 10993%):

(Abs da amostra — Abs branco)
100

. X
(Abs do controle de sobrevivéncia)

d) Ensaio de Migracdo Celuta® ensaio devound healingé muito utiliza@ para o
estudo das caracteristicas da migracdo celular, assim comoapeaatidacdo de
substancias que gem interferir noprocesso migratorio. A nmigracdo celular € um
processo essencial em muitos eventos fisiolégicos e patoshgincluindo a
cicatriza@o de feridas, desenvolvimento embrionario e metastases. O procedimento
basico para estudar a migragio vitro envolve: (i) estabelecimento de uma
monocamada de células, (ii) a prodoge uma pseuderida na camada confluerde
células, (iii) capturaeimagens em intervalos de tempo diferentes até a confirmacao do
fechamato da pseudferida e (iv) a an&#e da sequéncia de imagem de forma a
quantificar a velocidade de migracdo das cél(MARROW et al., 2004). Células
defibroblastos (L929) foram ttivadas na densidade de 1Xb@lulas/poco em placa de

24 pocos, respeindo as mesmas condicfes de teatpea e percentual de GQOs
meios de extracio foram preparados de acordoactSO 109932. Para tal, 1 cfde

cada megerial foi disposto em tubobdnico com posterior esterilizacdo em radiagédo UV
por 30 min. Em seguiddoi feita a adicdo de 3 mL de meale cultura (DMEM + 5% de

soro fetal bovino). Assim, 24 h depale plagueip os pocos foram lavados duas vezes

com PBSe a raspagenii p s eferidad da monocamadaelular foi realizada usando
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uma ponta de pipeta de 20Q.JPara obter riscos retos foi ligada uma régua como

guia, conforme elucidado na Figutabaixa

Figura 4. Realizacadalo ensaicdewoundhealing

As éareaslivres de células f@mm visualizadas em um microscopio Optico
invertido (Nikon®) com olgtiva de 10x. Para garantir qa@s micografiasfossem
semprecapturadasia mesma posicéo, foi feita uma linha preta na parte externa inferior
dos pocos com umeaneta. As micrografias fam realizadas acima da linha preta nos
tempos 0, 6, 24 e 48 hora® a fechamento completo das psetetalas. A area das
pseudeferidasfoi medica usandoo softwarelmageJ (//imagej.nih.gov/ij/, verséao 2.0.0
rc-43/1.50e). Ddas as amostras foram realizglem triplicata. O fechamento (%) das

pseudeferidas foi calculadeonformeequagaor:

Fechamento da psédo-ferida (%) = (Anicial T Afinal)/(Ainicia) X 100

Sendo A, a medida da area entre as bordas para cada tempo a(élisad@l, 2010).

e) Ensaio @ adesao celular

Para os estudos de adesao celular foram widza mesma linhagem celular
(L929) desdta anteriormente. Primeiro, as células (SxI1€lulas/pogo) foram
semeadas nos filmes (1&ninseridos na placa de 24 psce cultivadas durante 72
horas a 37°C com 5% de GONo final da incubacéo, o meio foi remdo e as células
foram lavadas com PB&01 M filtrado estéril a pH 7,4. Em seguida, as células foram
fixadas com glutaraldeido a 3% em PBS 0,01 M durante O,®im@eratura ambiente.

Apods lavagem com PBS 0,01 M, as amostras foram desidratadas atrawém derie
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ascendente de etanol (30%%6070% e 95%, 3 min cada) com uma incubacéo final em
etanol 100% por 3 min (repetido 2 vezes). As amostras secas forastda&vepor
pulverizacdo catfica para gerar uma camada de carbono de 10 nm. As amostras foram
examinadas com um ianoscopio eletronie de varredura (JSNT500HR, JEOL)
usando uma distancia de trabalho de 8 mm e uma tensdo de aceleragdo de 5 kV
(PASCHOALLIN et al, 2017).

3.7. Analises Estatisitica

As analises estatisticksramrealizadas por meio do softwaBgaphPad Prism
8.0°. Andlises avolvendo dois grupos ndo pareaftrmmrealizadagor meio ddestes
t de Student Mdltiplos gruposforam submetidos a attise de variancia (ANOVA),

seguida pelo péteste de Tukey. A diferenca estatisfisiaconsiderada emp<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos peptideos: determina¢do do rendimgniteea

As sequéncias peptidicas de escolbeam selecionadas baskas em diferentes
estudos ja publicados na literatura sequéncia peptidicenimética ao colage tipo |, a
saber, GARGQAGVWMGFO, também foi explorada tantoo artigo de Malcory & Mallein
Gerin (2022) como noestudo d&Xu & Kirchner (2021)

A escolha dssa sequéncia se deve as suas propriedades Unicas de reconhecimento por
multiplas proteinas ligaes de colageno, incluinds receptres Discoidina (DDR1 e DDR2),
gue desempenham um papehdamental na regulacdo da adeséo e diferenciacdo celular, o
Fatorde von Willebrand (VWF), essencial para a hemostasia e interacdo com componentes da
matriz extacelular, e a proteina SPARGecretd Protein Acidic and Rich in Cysteine
também conhecideomo osteonectingnvolvida na remodelagéo tecidual e na modolaiza
adeséo celular.

Além disso, a presenca de hidroxiprolina (O) na sequéncia € essenciah para
estabilidade da tripla hék do cdageno e para a alta afinidade de ligacdo aos receptores
caracteristicas fundamentais para mimetizar o microambienteextea nativo e otimizar a
resposta celulgiMALCON et al.,2022).
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Em relacdo a sequéncia pepta mimética a BMP, Lock & Liu (2011)
demonstraram que peptideos curtos derivados de BbddEem induzir a difenciacédo
osteogénica de MSCs com eficacia candpel a proteina BMP em sua forma nativa. A
sequéncia VEHDKEFFHPRYHH se destaca por sua csip@o Unica de aminoacidagje
podeconter dominios essenciais para a interacdo com reeselulares e a ativacdo de vias
osteogénicas.

Além disso, peptidies curtos como esse apresentam vantagens significativas, como
menor imunogenicidade, maior estalade em condicOes fisiofficas e &écilidade de
modificacdo quimica. Essas propriedadesnitem sua funcionata¢cdo em nanocompositos,
como os de hidroxiapga-PLGA, que ja demonstraram eficicia na liberacdo controlada do
peptideo, além de favoreceadesao e diferenciacao celul

Ademas, Fursatzet al. (2018) relataram que a funcionalizagd@le peliculasde CB
com o pepplit-l2idseiePLa)) bent) coro com a combinacdo GBMC-UPLL,
conferiu significativaatividadeantimicrobiana contr&taphyl@occus epidermidisObservou
se uma educdo expressiva no crescimento bacteriano apds 24 horas, efeito queese man
por aproximadamente 30 dias.fAncionalizacdo com3PLL no induziu modificacbes na
morfologia da matriz de CB, e se mostrou citocompeltifrente a fibrblastos dénicos
humanos (HDF)

Para fins de padronizacdo e clareza na apresentacdo dos ossukacbreviacdes
utilizadas ao longo deste estudo enconisgnresumidas ndabela3. Essas abreviacfes
foram adotadas com base na compasicdos peptidegs evitando ambiguidades

terminolégicas e garantindo precisdo na descricdo dos materiais expagmenta

Tabela3. Abreviacdes utilizadas saesultados e discussbes

Amostras Abreviacdes
Peptideo mimético @olagendipo | Col |
Peptideo mimético BMP-7 mBMP-7
Peptideo mimético aMBP-7 com histidina mBMP-7 histidina
Peptideaico em Lisina LRP

Sendo assim, no presente estudpdsa a sintese das sequénciasptialicas
mencionadas anteriormente, realim® a purificacdo por CLAE,com os perfis

cromataréficos representados na Figuba E importante enfatizar que essa técnica
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amplamente utilizada para a purificacdo de peptideoslo hseada na interacdo rofbbica
entre a amostra e a fase estacionaria. A fase estacionaria consiste essina@l8 cujas
cadeias longas de carbono interagem cemesiduos hidrofobicos geptideo, influenciando
seu tempo de retencdo. O tempo de retencdo é um parametab rmaucromatografia, pois
indica o tempo que um composto leva para ser eluido da coluetindeflsua afinidade com
a fase estacionarf8ANTOSFILHO et al.,2015)

Antes da purificacdo,saamostra contendo os peptideos brutgsesentamao apenas
0 peptideo de interesse, mas também impurezas como fragmentos truncados, peptideos
modificados esubprodutos da sintese. Isso resulta em um cograaha com multiplos picos,
onde cada composto apresenta um tempo de retencdo distinto, tornando a separacéo
comfdexa. A medida que a purificacdo avanca, o peptideo desejado é isolado, e seu pico
cromatograto se torna mais definido, simétrico e livreidierferéncias. 1sso ocorporque a
remocéao de impurezas permite que o peptideo puro interaja de maneiraewiaisgdrcom a
fase estacionaria, resultando em um tempo de retencado mais.estaisofobicidade do
peptideo desempenha um papel essemmgke processo, uma vez goeptideos mais
hidrofébicos tendem a apresentar tempos de retencdo mais longos a@vidmcdes mais
fortes com a fase estacionaANTOSFILHO et al.,2015)

Para o peptidebRP nao purificado (FipAl), detectotse um jro mais definido em
11,4 mihutos, embora outros picos também foram registrados, e ap@s a purificacéo, a presenca
de um pico bem definido edil,2 minutogFig 5A2). Ja parao mBMP-7 com histidinaum
pico maisdefinido foi registrado enl0,3 minutos (FigoB1), enq@anto apos a purificdo,
registrouse apenas um pico bem definido et rhinutos(Fig 5B2). Em relagaaonBMP-7
(Figura5C1) antes da purificacd® apos $C2), foi observado os picos em 10,5 minutos e
10,3 mnutos, respectivamente. Parasequéncid&ol |, os picos encontrada@mtes e apos
purificacdo foram registrados eml1,5 minutos(Fig 5D1) e 11,6 minutos(Fig 5D2).
Analisando o tempo de retencacsghicos majoritarics dasdiferentes sequéncias pijitas
foi possivel confirmar a eficiéncida purificacdoEm relacdo a hidfobicidad, a sequéncia
peptidicaCol | demonstrou ses mais hidrofobia entre os peptideos analisados, enquanto o

mBMP-7 com hisidina apresentou a menor hofbbicidade.
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Figura 5. Perfil cromatogréafico dos peptideos antes da purificdtiee apé a etapa de purificacdo (2) em
coluna de fase reversa C18 e de solvente B em 30 minutos: (Al e A2) AA24(I3RP), (Bl e BJ
AA24147 (mBMP-7 com histidha), (C1 e C3 AA24167 mBMP-7 e (DL e D2 AA24157 (Col I).

Em relacdo adeterminacdo das msctivas massas molares das quatro diferentes
sequéncias peptidicas @eE+MS, os resultados obtidderam computados na igura6. Os
picos indicadoxomo +1, +2, +3e assim podiante, refererse aoestado de carga do ion
detectado Esses valores corggendem ao numero de cargas positivas adquiridas por cada
peptideo durante suaionizacdo no espectrometro dessas.

Para o peptideoCol |, foram identificados dois picos majorigs, com razao
massa/carga de 1268 Da e 582,18 Da, correspondendo acspil e +2, respectivamente.
Ja para a sequéncia peptidinBMP-7 contendo histidina, fona observados quatrogqoes
mgoritarios, com razdo massal/carga de 1007,91 Da, 672,6303a/3%Da e 404,01 Da,
correspondendo aos picos +2, +3, +4 e +5, respectiviemblo caso do peptideoBMP-7,
foram observados trés picos majoritarios, comficamassa/carga de 939,09, 26,43 Da e
470,27 Da, correspondentes aos picos +2, +3 e +4, regmeente. Pofim, o espectro de
massas do peptidedRP revelou quatro picomajoritarios com razao massa/carga de 1038,46

Da, 779,60 Da, 623,95 Da e 528,Da, correspondendo aos gsc+3 +4, +5 e +6,
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Figura 6. Espectro de massassisequéncias gptidicas (A) AA24151 Col I; (B) AA2314 - mBMP-7 com
histiding (C) AA24167 mBMP-7 e(D) AA2313- LRP.
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Deste modo, para determinar asse molecular médisedcadasequéncigeptidca a
partir dos picos de espectrometria de massaspregotse a seginte férmula geral
(HOFFMANN & STROOBANT, 2007):

M = (? 2)i (z my)

Onde:

1 M = massa molecular do peptideo
m/z = razdo masgadrga observada no espectro
z = numero de cargas do pico correspondente

= =4 =a

mn = massa do proton (aproximadameehi®784 Da)

A Tabela4 traz os valores médios de massa molecular médiecpaa peptideo.

Tabela 4 Valores aproximadosdas massa moleculaes de cadasequéncia peptidicanalisadas a partir dos
espectros de massas obtidos por espectrometria de nw@wsaderando as diferentes razées massa/carga (m/z) e

seus respectivostaslos de carga.

Sequéncia peptidica Massa Molecular média (Da)
Peptide Col | 1162,34
PeptideanBMP-7 com histidina 2013,80
PeptideanBMP-7 1876,49
Peptided_RP 3114,07

4.2. Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo significa a capacidade de uma substancianadrsdiferentes quantidades
de luz polarizada dependenda direcdo de rotacdo da luz. Quando a luz passa por uma
substéancia, pode ocorrer arabsorcao seletiva para um dos sentidesotacao (WANGet
al., 2022).

Os espectros de dicroismo circular indicgue em tampao PBS (pH 7,4)pdos os
peptideos avaliado apresentam predominantemente conformacédo desordensaladdm
coil), evidenciandoa auséncia de estrutura secund&ma meéo aquoso fisiologico. Esse
comportamento sugere que, nessas condicoepemtsdeos ndo adotam espor@amente
conformacdes estéige Na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS), um surfactante
aniénico amplamest empregado como modelo simplificado debgéente mimético de

membrana celular, em funcdo da formacdo de micelas regmdes hidrofébicas, e de
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trifluoroetanol (TFE), um caolvente organico capaz de reduzir a competicdo da agua por
ligacbes de hidrogénicfavorecendo a estabilizacdo de estrutwsasundariasapenas o
peptideo LRP apresentou transicdo conformaciort ti p o-hélitk, caracterizada pela
presenca de bandas negativas em aproximadamente 208 e 222 nm e uma banda positiva
proxima a 190 nm, em concordancia com dados ameste descritosa literatua
(CESPEDESet al, 2012).0s demais peptideos apresentaramfarmac&o randémica, como

pode ser observado Régura?.

A formacéo del-hélice observada para o peptideBP é particularmente relevante,
pois peptideos bioativos, especialmerdencacdo atimicrobiana, frequentemente assumem
conformacdo helicoidal amteragir com membranas biologicas. Essa estryperanite a
orientacdo de regides hidrofébicas e hidrofilicas, facilitando o reconhecimento e a interacéo
com a bicenada lipidica baefriana, pdendo promover penetracdo, ruptura ou
permeabilizagdo da membear© fato de oLRP adotar a conformagéo helicoidal apenas na
presenca de ambientes miméticos de membrana (como SDS ou TFE) indica um
comportamento dependente dmiato com lipidiostipico de peptideos antimicrobianos que
permanecem desordenados em saugdas se estruturam quando encontram a superficie
celular(CESPEDESet al, 2012.

Embora apenas bRP tenha apresentado transicdo para conformacao helicoidal em
ambiente miméticae menbrana, os peptidedol | e mMBMP-7 podem manter sua atividade
bioldgica mesmo em estado desordenado. Esses peptideos ndo dependem de estrutura
helicoidal para sua funcéo, pois atuam como motivos bioatives pgomovem adesao,
sinalizado e diferencigdo celular. Assim, quando imobilizados @B, eles servem como
sitios dereconhecimento para células, estimulando respostas especificas relacionadas a
regeneracao tecidugiERSELet al.,2003)
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Figura 7. Espetros de dicroismo circular para os pept&€ol I, mBMP-7 eLRP, na concentragédo &® pM,
em solucéo tampéo (PBSDS 5 mM e TFE 60%.

4.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de FourietRFfho modo de

reflectancia total atenuada (ATR)

A FTIR baseisse na absorcdo de radiacdo inframelha pelas diacbes quimicas do
material, promovendo transi¢cdes vibargis detectadas no espectro. E particularmente
sensivel a grupos funcionais polares e permite a identificacdo de ligacdes quimicas e
interacBes moleculares. Na Fig@&aado evidenedos os espectsalas diferentes amostras de
CB néo funcionalizadas e fcionalizadas com as sequéncias peptidicas-Beddservar a
presenca das principais bandas caracteristicas da molécula de CB, senddatet em
3350 cm T, car alahde deialpagnerdo (stretamiog) euassociada a vibracao
daligacGio @H;a banda em 2890 c¢cm T, referente ao
al ongamento assim®trico de CH ; daadelflexaonda e
(bending) da agua adsorvida-®H) ; a banda em 1430 cm T ref
e a bandaem 848 m T , atribu2da 7 vi-b4 da-celubbseaatigao ci a
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Esseslados também corroboram cas estudos publicados pGlaro et al (2022); Monteiro
et al (202]) e Barudet al (2011).
Em relacdo as amostras de CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS, OB/RHS, os

espectros revelaram bandas similares as da CB, destesmmita presenca de uma banda

ma i

s | arga e

hidrogénio intramoleculares. Além disso, foi observada um pico &r015 ¢ m

o
I,

vibracdo de alongamento do grupo carboxilato, caracteristica da EM8IBI, 2014).

Entretanto, as amostras funciamatias com os diferentes peptideos, tanto aquelas contendo

um anico peptideo quanto as bifuncionalizadas, ndo apaesentbandas adicionais e

aparentes que pudessem ser atribuidas as amidas.

Transmitancia (u.a.)
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espectros foram adquiridos no intervdle
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A Tabela5 traz os principais grupos funcionais observados em todos os espectros de

transmitancia adquiridos das amostdasCB nao funcionalizadas e funcionalizadas com as

sequéncias peptidicas.
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Tabela 5. Representacéo das principais bandas atribufsagraipos funcionais presentes nas amostras de CB

funcionalizadas e ndo funcionalizadas com as diferentes sequéncidicaspt

Comprimento de onda (cmt) Grupo Funcional
3350 cmt -OH
2890 cmt -CHe CH
1650 cm* Flexdo HO-H
1430 cmt Deformacgéo CH
843 cmt Li ga-14o0 b

Optouse por plotar os espectros no modo de absorbancia, a fim de detectar as bandas
referente as amidas, indicativas da imobilizacdo dos peptideos na superficie da CB. Sendo
assim, os espectros dos peptideos isoldeigsiia9B) e das amdgras de CB funcionalizadas
com os peptideos-{guras9C-D), demonstraram presenca de bandas nas regide$Gte! e
1638 cm 1T atribu2das ao estiramento da
predominantemente de ligacfes peptidicas, bem cdraodaem 1535-1 542 c¢cm T, at
a vibracao de deformacac il acoplada ao estiramentoN; caracterizando a amida Nos
estudos conduzidos pdrursatz et. al(2018) e Riaz et al(2018), os autores também
identificaram a presenca das mesmas bandasspondems a amida | e Il nos materiais
contendo os peptidetdPPL e colageno tipd, respectivamente

Constatos e t amb®m a mudan-a na intensildade
referentes a vibragOes de estiramento d@-C e vibragbes de defaracdo de €4. Um
deslocamentd a banda em 1053 cm 1, refe®O€mmbéma vi
foi observado. Observese nas regibes em 17300 725 c¢cm 41240 12607 , b
vibracionais relacionadas a formacéo de ligacdes éstéiICEl R2), referentea CMC,
polimero utilizado para a exposicdo dos grupos carboxilas, beneficiando a incorporacdo das
moléculas bioativas. Resultados semelhantes foram relatados por Marsu(2023). A
Tabela 6 traz os principais grupos funcionais observadms todos osespectros de

absorbancia adquiridos das amostras de CB funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.
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Figura 9. Espectros d€ETIR/ATR no modo absorbéncia adquiridos para as diferentes amostras de CB, incluindo
CB nativa, CB/CMC, CB/CMC/EDC:NHS, CB/BSA/BC:NHS, CB/Col |, CB/mBMP-7 com histidina
CB/mBMP-7, CB/LRP, CB/Col I/LRP, CB/MBMP-7 com histidind/RP e CBmMBMP-7/LRP. Os espectros
foram adquiridos no intervalo de comprimmntitp deibhnd

32 varreduraso modo de reflexao total amgada (ATR).

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

amostras de CB funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.

Comprimento de onda (cm?) Grupo Funcional
1730- 1725 cmt -COO
1654- 1638 cmt Estiramento C=0 (Amida I)
1550- 1542 cm* Dobramento NH e estiramento ®l e GO-C
(Amida I1)
12501 1240 cmt -COO
1053- 1000 cm* Estiramento €0-C
982 cmt Deformacéo e€H
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4.4. Egectroscopia Raman

A espectrosopia Raman baseie na dispersao inelastica da luz e é altamente sensivel
a grupos funcionais menos polares. No caso de biomateriais contendo peptideos, essa técnica
permite a deteccao precisa de modos vibracionais retatneras ligacdes-B, C=C e NH,
sendo capaz de identificar interagBes entre a biocelulose e as biomoléculas incorporadas.
Além disso, 0 Raman € menos suscetivel a interferéncia da agua, teseanda ferramenta
valiosa para andlise de amostras biolGgibairatadasA combinacdo dasécnicas FTIR e
Raman forneaga uma caracterizacdo espectroscopica abrangente, permitindo a elucidagéo
estrutural detalhada de sistemas baseados em bioceluoaevez que vibragdes fracas em
uma técnica podem ser fortes ndra

Os resultados apresentadw FiguralO evidenciam a presenca das principais bandas
vibracionais caracteristicas da biocelulose, bem como sinais atribuidos a incorporacao dos
peptideos.

Na regi«o entre 30 &Gédbaraas2aedtibaneCGH, dtribuidadh s e r v
as cadeiagoliméricas de celulose e as cadeias laterais dos aminoacidos referentes aos
pept2deos incorporados. A banda | ocalizada
vibracdo C=0 da Amida I, indicando a presenca de ligacdedigapti Adicionalmente, a
reggode 1480 a 1200 cm T apresenta bandas (
deformacéo NH e ao estiramento-8 da Amida Il, reforcando a presenca dos peptdea
matriz biocelulosica.

Por fim, na r egHiebservese a pte2eBga dedutaOadsbiadas @s
vibracdes do anel glicosidico da celulose, notadamente a vibracdo do rodd @
esqueleto da glicose. Essa assinatura espectral confirstiautum celulésica do material e a
i ntegridade Y4 glicosidicasacaractesstis Wq Hiocelulose. Os resultados
obtidos demonstram, portanto, que a funcionalizagdo das membranas com peptideos néo
altera significativamente a estrutura da ceiolose, mas introduz bandas vibracionais
caracteristicas dasidmoléculas incorporadas, ewid@ando sua interagdo com a matriz
polimérica (BERGERet al,, 2024; OLIVERCERVELLO, 2022).
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Figura 10. Espectros deRaman para as diferentes amostras de @Bluindo CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS, CB/BSA/EDC:NHSCB/Col I, CB/mBMP-7 com histidina CB/mBMP-7, CB/LRP,
CB/Col I/LRP, CB/MBMP-7 com histidind/RP e CBmMBMP-7/LRP. Os espectros foram adquiridos num

intervalo de4000 a 50 cm, com uma poténcia daser de 300 mW e 512 scans.

Tabela 7. Represatacdo das principais bandas vibracionais aiils aos grupos funcionais presentes nas

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

Raman.
Comprimento de onda (cm?) Grupo Funcional
3000 2800 en't C-H
1750- 1550 cmt Estiramento C=0 (Amia )
1480- 1200 cm* Dobramento NH, estiramento €N (Amida Il) e GH
12307 940 cm* C-O0-C
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4.5. TGA/DTG

Tratandese do comportamento de perda de massa emadu do aumento da
temperatura, a FigurHL traz os resultados obtidos para as amosieeSB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS e CMC/EDC:NHSenquanto a Figurd2 evidencia os termogramas das
amostra funcionalizadasomos diferentepeptideosincluindo CBCol I, CBImBMP-7 com
histiding CB/mMBMP-7 e CBLRP e para as amostras bifuncionalizadas, indo CB Col
I/LPR, e CB/mBMP-7 com e sem histidinaRP.

O termogramala CB nativa revelou trés eventos distintos de perda de Iffagssa
11). O primeiro @orreu entre 30 e 100 °C, com uma reducdo de aproximadamente 10%,
atribuida a eliminacdo da agudsarvida. O segundo, entre 250 e 400 °C, correspondeu a
despolimerizacéo e degradacdo das cadeias poliméricas. Ja o terceiro evento, registrado entre
400 e 60 °C, pode ser associado a degradacao final do material e a formacédo de residuos
carbonéceos. A nsaa residual foi de aproximadamente 1@%roborando com os achados
de Claro et al. (2022).

Tratandese das amostrade CB/CMC e CB/CMUEDC:NHS os trés pricipais

eventos também foram constatados, com picos m&dmdegradacdo entre 348 °C e 306 °C

e massas residuais de 25% e 22%, respectivamPata a amostr&B/EDC:NHS dois picos
relacionados a degradacao do material foram observados, um em 3@b5tP€ ean 354 °C,

com uma massa residual de 20%. A presencdesidois picos pode estar relaciomad
alteracbes estruturais induzidas pelo tratamento com EDC/NHS. Possiveis explicacdes
incluem: (i) interacdes ndo covalentes desses reagentes com o0s lgdiprsas da CB,
modificando sua estabilidade térmica; e (i) mudancas na organizacdo crigiali6a,
gerando regides com diferentes temperaturas de degradacéo.
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Figura 11. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amps@Bs nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS,e CB/BSA/EDC:NHSna faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa de fluxd.d@mL/min? e
velocidade de aquecimento 8@ C/min.

Ja as amostras de QGBI I, CB/mBMP-7 com e sem histidina e ABRP (Figural2),
0s trés principais eventos tambémafo constatados, com picos maximos de degradagcdo em
350 °C, 356 °C, 292 °C e 289 °C, respeatimate. Os resultados indicam que a
funcionalizacdo com os diferentes tipies peptideos afetou a estabilidade térmica da CB. A
amostra CBhBMP-7 com histidina agsentou o maior pico de degradagin 356 °C,
sugerindo uma maior estabilidade térmica em @ragfio as demais. Esse efeito pode estar
relacionado a interacdo do peptideom a matriz polimérica da CB, promovendo uma
alteracdo na organizacao fibril&oroutro lado, a amostra CBBMP-7 sem histidina exibiu
um pico maximem?292 °C

Em relacéo amassas residuais constatadas na temperatura de 600 °C, a amastra CB/
BMP-7 sem histidina (27%) e a ABRP (26%) apresentaram os maiores valores, sugerindo
que esses materiais geraram maior quantidade de residuos carbonaceos ap6s a degradacac
térmica, posselmente devido a rearranjos estruturais durante anfezsicdo. Ja a CBbl |
apresentou a menor massa residual (18%), indicanadlar degradacao
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Figura 12. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amo€l&€ol I, CB/mBMP-7 com
histidina, CB/mBMP-7, e CB/LRP na faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa de fluxo de 100mift* e velocidade

de aquecimento de 10/min.

Tratandese das amostras bifunoalizadas Figura 13), incluindo CBCol I/LRP, e

CB/mBMP-7 com e senhistidinal.RP, verificouse que os picos maximos de degradacao

ocorreram na faixa de 334 °C, 328 °C, e 3476@) uma perda de massa de variando de 73

82%. Em relacdo as massas resgl@an 600 °C, observese um aumento, com valores de

massa residualle 21%, 21% e 19%0Os resulados indicam que a incorporacdo de dois

peptideos ndo compromete significativamente a estabilidade

térmica da CB. A

bifuncionalizagdo com o peptideoBMP-7 e oLRP, por exemplo, resultou em um pico

maximo de degradag a 347 °C, apenas ligeiramente irdedo da CB nativa (353 °C).
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Figura 13. Curvas termogravimétricas (TG) e derivadas (DTG) das amo&t€ol I/LRP, CB/mBMP-7 com
histidinaLRP e CBMBMP-7/LRP na faixa de 29 °C a 600 °C, com taxa d&dlde 100 mL min* e velocidade
de aquecimentoed1C/min.

A Tabela8 evidencia os principais eventos registrados para cada amostra, incluindo
temperatura maxima de degradacaesfl perda de massa refererge pico maximo de
degradacdo e massa residem 600 °C.E no anexo | consta as deconvolucébss
termogramas obtidos de cada amostra.

Tabela 8. Principais eventos de perdie massam funcéo do aumento damperaturg29 °C a 600 °C) para as

diferentesamostras de CB, funcionalizadas e nao fomgiizads com as sequéncias peptidicas.

Amostras Tmax (°C) Perda de massa Massa residual em
(%) 600°C (%)

CB Nativa 353 °C 81% 19%
CB/CMC 348 °C 75% 25%
CB/CMC/EDC:NHS 306 °C 78% 22%
CB/EDC:NHS 305 °C 80% 20%
CB/peptidedCol | 350 °C 82% 18%
CB/peptideanBMP-7 356 °C 7% 23%

com histidina
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CB/pepfdeoLRP 289 °C 74% 26%

CB/peptideanBMP-7 292 °C 73% 27%
CB/peptidedCol I/LRP 334 °C 79% 21%
CB/peptideanBMP-7 328°C 79% 21%
com histidinallRP
CB/peptideanBMP- 347 °C 81% 19%
7LRP

Conforme demonstrado no estudo de Rute (201&)akse d& G dasamostras de CB
funcionalizadas com o peptideo RGD revelou distintos eventos térmicos de degradacdo. O
primeiro eventoem aproximadamente 100°C, correspondeueéd@ de massa associada a
eliminacdo de agua adsorvida fisicamente e retida por ineyaig ldrogénio. Na faixa de
260°C a 320°C, registrese um segundo evento, relacionado ao inicio da decomposi¢cédo
térmica dos materiais, indicando possiveis modifieac@struturais na CB apdés a
funcionalizacdo. O terceiro evento, caracterizado por umiia gEmassa significativa (6006
66%), ocorreu entre 358°C e 363°C para todas as amostras analisadas e foi atribuido a
degradacdo d&LB, envolvendo a clivagem das ligasd glicosidicas, despolimerizagéo,
desidratacdo e decomposicdo térmica das unidadéEsaeg

Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo estdo em concordancia com o0s
achados de Rute (2015), que também observaram multiplos eventos de degiétaica
em amostras de CB funcionalizadas, e que a similaridade nos perfis térrfocos gge a
incorporacdo de biomoléculas pode influenciar a estabilidade térmica da CB, sem

comprometer sua integridade estrutural.

4.6. Microscopia Eletrdnica de VarredufEV)

Paraa avaliacdo dos aspectos morfolégicos das diferentes amostras dea@éise
de MEV foi conduzida e as diferentes micrografias podem ser evidenciadas naHigAra
micrografia obtida por MEMWa CB nativa (Fig 14A) revela a presenca de umede de
fibrilas dispostas de forma aleatéria, com aspecto mais rugoso. Entreteettobrinento da
CB utilizando solugdo de CM(Fig. 14B), conduziu a formagdo de um filme homogéneo
sobreposto afibrilas, reduzinda visualizagédo dd#bras. Esses dams demonstram a eficacia
do recobrimento da superficie da CB com CMC, evidenciando #icagdo bemsucedida

do material A interacéo entre a biocelulose e a CMC pode ser atribuida predominantemente a

62



processos de adsorcdo, nos quais forcas intermolesuleomo interacdes hidrofébicas e
ligacBes de hidrogénio, desempenham um papel fundahmerancoragem da CMC a matriz
polimérica da CB. Esse mecanismo de adsorcao é favorecido pela afinidade quimica entre os
grupos hidroxila presentes na biocelulosesegmupos carboxila da CMC, permitindo uma
interacdo estavel sem comprometer as propitesiasuturais da CRARUMUGHAN et al.,

2023) A presenca da CMC confara superficie das fibras um aspecto mais liso e uniforme.

O mesmo aspecto foi observado pasaamostras recobertas em seguida com os agentes de
acoplamento EDC:NHS (Fig4C-D).

Apls a incaporagdo das moléculas bioativas, foram observadas alteracdes
significativas na morfologia da superficie do material (F&5-1). As micrografias dessas
amostra evidenciam a presenca da rede de fibrilas, porém de maneira heterogénea, com
regides ade adibrilas ainda séo visiveis e outras completamente recobertas por CMC. Essa
distribuicdo ndo uniforme pode ser atribuida as etapas de lavagem ao longo dm mtecess
funcionalizacdo, que podem ter removido o excesso de CMC de forma diferencial. Além
disso, observase que a morfologia das fibrilas foi alterada, com modificacdes tanto na
espessura quanto na disposicéo das fibras, quando comparadas a CB nativa.

O estido de Sommer et g021) demonstrou que as amostras de CB funcionalizadas
com coladgea de péxe, preparadas por imersdo das membranas Uumidas de biocelulose na
solucdo de colageno sob agitacdo por 120 minutos, apresentaram uma superficie mais lisa,
com reducdo no diametro dos poros. Além disso, verife®wma alteracdo significativa no
didmetrodas fibras individuais. Essas modificacdes estruturais indicam que a incorporacdo do
coldgeno promoveu uma reorganizacao da rede fibrilar, resultando em unfécisup®is
homogénea e compact#a oestudo deSaskaet al (2012) revelouque a supdicie da CB
modificada com CMQarantiu a formacédo dema estrutura débras bem interconectada
com uma camada poliméricacobrindoa rede de fibrilas.

Por outro &do, Fursatzet al (2018), em seu estudoonstatou que a incorporacao de
CMC (grau desubstitiicao 0,7)sobre a CByor um periodo de incubacéo de 150 alterou
a disposicao 3D das fibras, indicando apenas a presenca de uma camada fina ao redor das
fibras.

Deste modo, constatese que as diferentes estratégias de modificacdo da sigpe&ic
CB, incluindo o recobrimento com CMQ@G ativacdo com o0s agentes de acoplamento

EDC:NHS e a incorporacdo de sequéncias peptidicas, influenciaram tanto a orgasézaca
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fibrilas quanto a heterogeneidade superficial, evidenciada, em algumas amosfaas, p
formacao de um filme recobrindo a superficie

Figura 14. Microscopia eletrbnica de varreduramostra A (CB nativa)Amostra B (CB/CMC/NaCl/BSA);
Amostra C (CB/GIC/BSA/EDC:NHS); Amostra 3D(CB/BSA/EDC:NHSAmostra E (®/Col 1); Amostra F
(CB/mBMP-7 com Higidina); Amostra G (CB/RP); Amostra H (CBMBMP-7); Amostra | (CBCol I/LRP);

Amostra J (CBhBMP-7 com HistidinalRP) e Amostra K (CBhBMP-7/LRP). Barra de escal 1Qum.

4.6.1 Espectroscopia de Dispersdo de Energia de Raios X (EMSpeamento Quimico

A analse de mapeamento quimico demonstradaFigsras15-17, combinada aos
dados obtidos por EDS (FigurB), forneceu informacbes valiosas sobre a distribuicdo
espa&ial e a composicdo elementar das amostras analjsadagiipamento utilizado possui
uma limitagcdo na qual apenas identifica 0 elemento quimico presente e ndo a regido exata em
que estdA caracterizacao por EDS revelou a presenca predominante dos ekememntono
(C) e oxigénio (O) nas amostras de biocelulose nativa, que séo parte dstrsiaa
molecular (MOHITE & PATIL,2014).

Apés a funcionalizacdo com os agentes de acoplamento EDC:NHS e subsequente
incorporacdo das sequéncias peptidicas, foi defe@gresenca adicional de nitrogénio (N)
na matriz da CB. Esse elemento é indicattaopresega dos agentes de acoplamento, cujas

estruturas quimica8 C H N O (EDC) e CcOntéhh nikdgénio ENMN$1IS )
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composicao, e, possivelmente, também doprp$é peptideos imobilizados, que apresentam
gruposaminasNH ) em suaracadei a estrutu

A deteccdo do elemento N apoés a funcionalizagdo também € indicativo da formacéo de
ligacdes do tipo amida@ONH-) entre grupos carboxila livres da CB e grupos amina das
sequéncias peptidicas, cuja presenca € um indicativo da imobilizacdsubedidados
pepideos na superficie da biocelulose. Esses resultados demonstram, portanto, uma
modificacdo quimica efetiva da superficie da CB, confirmando a funcionalizacdo por meio

dos sinais elementares detectados via EDS.

o
=
F=]
o
c
@
o

CB/CMC/EDC:NHS

CB/EDC:NHS

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

sobreposicéo (merge) de todos os elementos identificados.
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Figura 16. Mapeamento quimico daanostras ®/Col I, CB/mBMP-7 com e sem histidina e QBRP,
evidenciando a distribuicdo dos elementos quimicos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), além da

sobreposicéo (merge) de todos os elementos identificados.

CB/Col I/LRP

FePs »

histidina/LRP

CB/mBMP-7 com

CB/mBMP-7/LRP

Figura 17. Mapeamento quimb das amosteaCB/Col I/LRP e CBMBMP-7 com e sem histidingRP,
evidenciando a distribuicdo dos elementos quimicos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), além da

sobreposicéo (merge) de todos os elementos identificados.
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Figura 18. Andlise de espectsoopia de dipersdo de energia (EDS) das amostras CB nativa, CB/CMC,
CB/CMC/EDC:NHS, CB/EDC:NHS, CH®Blol I, CB/mBMP-7 com e sem histidina, CBRP e as
bifuncionalizadas CEZol I/LRPe CBMBMP-7 com e sem histidinaRP, identificando a composip elementar

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

Somado a esses achadas semiguantificacdo dos picos de carbono e oxigénio
computados na TabeRindicaramuma leve alteracdo na relacdo skss elementos) que
pode ser atribuidainteracdo da CB coms biomoléculas

Ainda com base naTabela 9, podese observarque as peliculas de CB
bifuncionalizadasom dois peptideos tendem a apresentar um roaidetddode N quando
comparado com as amostfaacionalzadas com apenasn peptileo.

No estudo de Mhiteet al (2014),a analisale EDSda CB nativa indicou a presenca
de carbono e oxigénioas porcentagens &d,086 e 45,94%. Hrsatzet al (2018),também
relataramatravés daanalise utilizado XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopyque as
peliculas de CBf unci on al i-RLh d@esentarasnmum l@umento significativo no
conteudo de nitrogénio, guei ainda maior quando previamente modificadas com CMC

indicando que a exposicdo dos grupamertarboxilagpermitem uma maior eficiéncia na
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imobilizacdo dos pgatideos sobre a superficie do biopolimero via ligacdes covalentes do tipo

amida

Tabela 9. Representagdo dos elementos quimicos presentdiferantes amostras de CB funcionalizadas e nédo

funcionalizadas com as sequéncias peptidicas.

Elementos Quimica (%)

Amostras Carbono Nitrogénio  Oxigénio Outros
© (N) (O) elementos
CB Nativa 87,78+0,04 - 8,65+0,02 +3,57
CB/CMC 76,91+0,04 - 20,7+0,03 2,39
CB/CMC/EDC:NHS 60,71+0,04 18,38+0,05 18,02+0,03 +2,89
CB/EDC:NHS 57,82+0,04 14,83+0,05 23,53+0,05 13,82
CBI/Col | 75,1+0,03 12,07+0,04 9,82+0,02 3,01
CB/mBMP-7 com 68,51+0,04 17,41+0,05 11,19+0,03 +2,89
histidina
CB/LLRP 68,57+0,03 16,45+0,04 12,47+0,02 12,51
CB/mBMP-7 63,85+0,03 14,8+0,04 14,52+Q03 1,7
CB/Col IILRP 73,74+0,04 11,87+0,04 12,72+0,03 +1,67
CB/mBMP-7 com 72,61+0,04 12,77+0,03 12,18+0,02 12,44
histidinalLRP
CB/mBMP-7/LRP 67,57+0,03 17,81+0,05 13,16+0,02 +1,47

Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A microsopia de forcaatdmica (AFM) é uma técnica de caracterizacdo basead
interacdo etre a sondae a superficie da amostra. Durante a varredusmndapercorre a
amostra linha por linha, e um laser detecta os desvios da haste (cantilever) causados pelas
forcas de integdo com a superficie. Esses desvios sao convertans imagens
tridimensionais de alta resolucdo, permitindo obter informacgdes topograficas, rugosidade, e

até propriedades mecéanicas ou adesivas dos materiais analisados. Diferentemeritasle técn
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Opticas,0 AFM nado depende de luz para formar a imagem, opggsibilita a adlise de
superficies nanométricas em diferentes ambientes com minima preparagdo da amostra
(ITURRI et al, 2017).

As imagens obtidas pdFA revelaram uma superficie com morfologia honmage
entre as amostras analisgdaspresentado n&igura 19. A andlise denanaugosidade
superficialmédia (Ra), conforme computado fabelalo, foi de 29,13 + 0,38 nm para a CB
nativa, 23,15 £ 0,76 nm para CB/CMC/EDC/NHS, 57,19 + 2,88 nm paplataforra
bifuncionalizada CBZol I/LRPe 32,23 + 3,8 nm para CBhBMP-7/LRP. A reducédo d
nanougosidade observada na amostra contendo CMC pode ser atribuida a formacdo de um
filme uniforme sobre as fibras de C8,que reduz a nanorugosidaalearenteda siperficie.

Em contraste, as amostras bifuncionalizadas apresentaram audaemanorugosidade,
especialmente na plataforma contendo o peptideo mimético ao colageno tipo |, 0 que indica
que o processo de funcionalizacdo altera a topografia ao adibionariéculasa superficie

do material.

Mas et al. (2014) investigaram a modifida superficial de membranas BeDLA
(poli(L-co-D,L acido lactico)) um copolimero biodegradavel e biocatipel amplamente
utilizado em engenharia de tecidos 0sseos. As membd@&LDLA ndo modificadas
apresentavam uma superfidiga, homogénea, ndommsa, com baixa rugosidade e carater
hidrofébica A modificacédo superficial foi realizada por meioafeetia (grafting) induzida
por descarga a plasinatilizandoacido acrilicocomo monémero, processo que promoveu a
introducdo de grupos carboxilicostieos na superficie do polimero. Essa funcionalizacdo
resultou na transformacédo da superficie inicialméséeem uma estrutun@orosa com poros
distribuidos de forma homogénd?osteriormente, foi realizadairmobilizacdo covalente de
colageno tipo ,l principal componente da matriz extracelular do tecido ésseo, levando a
formacdo de umaede fibrilar contina sobre a superficie do material. Como consequéncia,
observouse um aumen significativo da rugosidade média, que passob,8@m no PLDLA
ndo modiicado para 30,7 nm no PLDLA funcionalizado com colagéh@studautilizou o
colageno tipo | integrouma proteina de elevada massa molecular, ndo sendo aplicavel a
definicdo de amanho de sequéncia ou similaridade com peptideos curtos, o que contribuiu
para a melhora da interac&mm células osteoblasticaBsses resultados indicam que o
processo de imobilizagdo ndo apenas promovegyagdop do colageno ao polimero, mas

também modica a topografia, tornando a superficie mais rugosa.
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Figura 19. Imagem reresentativa da topografia das amostras CB, CB/@BC/INHS, CBCol I/LRP e
CB/mBMP-7/LRP obtidas por miroscopia de Forca Atémica utilizando uma sonda Bruker® SCANASYST
AIR com constante de mola nominal de 0,4 N/m e raio da ponta de 2,0 nm para a varredura

Tabela 10. Valores denanorugosidade mél(Ra)das amstras obtidas por microscopia de for¢ca atbmica.

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

4.8. Angulo de contato

A molhabilidade da superficie é uma cetieristica fisco-quimica critica que regula as
interacdes célutmaterial, incluindo a adesao celular inicial e a proliferacdo subsequente
(CAI et al, 2020).A molhabilidade foi avaliada por medi¢cbes do angulo de coraat
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regime estatico, utilizandégua deionizadeomo liquido de provaA Figura20 evidencia os
valores de angulo de contato obtidos para cada amostra analisada.

A CB pura apresentou um angulo de contato inicial com agua de 45° + H$&%°
resposta écondstente com a natureza hidrofilica da nandoski atribuida a elevada
densidade de grupos hidroxila presentes em sua superfitiBBLE et al., 2015).
Superficies com angulo de contato inferior a 90° séo classificadas como hidrofiiast(R
al., 2019), condicdo que, segundo Cai et al. (2020), freas a adesédo celular. Entretanto,
valores extremamente baixos de angulo de contato, caracteristicos de supenberes s
hidrofilicas (< 5°), podem ser desfavoraveis a adesao celular.

A incorporagédo de CM@romoveu um leve aumento no angulo de con&@® £ 3,9),
indicando uma modificacdo superficial sem comprometimento significativo da hidrofilicidade
(DMITRENKO et al.,2025) A imobilizacdodos peptideos por ligacdo covalente, resultou
em um aumento ma@onunciado do angulo de contato, atingis®@5 + 6,2 e 70° + 6,%ara
as amostras contendmpeptidecCol | eamBMP-7, respectivamente

O peptid® Col |1, representado pela sequéncia GARGQAGVMGFO, apresenta
namero limitado de grupos polares capazesnteragir com aégua, resultando em menor
contribuicdo para o aumento da hidrofilicidade superfidtar outro lado, a sequéncia
mBMP-7 (VEHDKEFFHPRYHH) possui maior quantidade de grupos polares e ionizaveis
em pH 3,9, incluindo residuos de tirosinadaasgartico e acido glutamico protonados, além
da extremidade @rminal, o que potencialmente aumenta a capacidade oadao de
ligacdes de hidrogénio com a agua.

Ja4 o peptideo LRP (KVSALKEKVSALKEKNSALKWKVSALKE) apresenta
elevada densidade de grupadgees, decorrente da presenca de residuos de serina, lisina e
acido glutamico, além do grupo-t€minal. Apesar dessa maior disponibilidade de grupos
polares, as plataformas GBIl I/LRP e CBMBMP-7/LRP exibiram angulos de contato mais
elevadosde 69 £ 6,2 e 70 £ 6,8 respectivanente Esse comportamento indica que a
molhabilidade da superficie ndo depende exclusivamente da quantidade absoluta de grupos
hidrofilicos, mas tamém da dtribuicdo de cargas, da conformacdo molecular e da
orientacdo dos peptideanobilizados, fatores que podem reduzir a exposicéo efetiva desses

grupos na interface sélidbquido.
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Figura 20. Valores de angulo de contgbara as amostras de CBtiva e CB funcionalizada com as sequéncias
peptidicas.

Wen et al. (2015) tambémlagaram um aumento significativo no angulo de contato da
CB nativa que passou dgb,1° + 2,6° para 93,5° + 6,2fpés a funcionalizacdo com um
peptideo derivado do colagemara possibilitar a imobilizacdo estavel do peptideo, a CB foi
previamenteoxidadapara obtencdo d€B dialdeidq introduzindo grupos aldeido reativos ao
longo das nanofibras. O peptideo de colageno foi et@mentemente imobilizadmor meio
de reacBes dease de Schiféntre os grupos aldeido da CB oxidadssegruposamina livres
do peptideo, resultando em uma ligacdo quimica estavel. Esse método de imobilizacao
covalente garantiu a retencdo do peptideo na superficie das nanofiiemando
significativamente as propriedades de molhabilidade do materi@n&ibeindo para a
modubhcdo das interacBes céluldomaterial, aspecto essencial para aplicacbes em
engenharia e regeneracdo de tecideska et al. (2018) relataram que essalanca na
molhabilidade pode ser atribuida a alterac6es na distribuicdcarge cda macula de
colageo apds a imobilizacdo na superficie, o que pa@ienentar transitoriamente a
hidrofobicidade aparente da superficie.

Com kase na equacao &u, foi possivel calcular a componente polar e dispersivas
das amostras CB nativa e CB funcionadizs com a sequ@das peptidicas, representado na
tabela 1.
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Tabela 11. Valores das componentes polares e dispersoadas com as amostras CB nativa B C
funcionalizadas com os peptideos.

AMOSTRAS COMPONENTE COMPONENTE
POLAR DISPERSIVA
CB 24,95+ 4.4 42,24+ 34
CB/CMC/EDC/NHS 21,55+ 11 41,74+ 0,9
CB/Col I/LRP 13,70+ 1,0 40,47+ 0,7
CB/mBMP-7/LRP 13,66+ 2,7 41,74+ 0,9

Com base nas medidas do angulo de contato e nas componentes listadas hh tabela
foi possivel determinar a tensédo supéaficda CB natia e CB funcionalizada com os

peptideoscomo evidenado na figur&1 e computadas na Tabela 1

80—

Tensio superficial (mN/m)

Figura 21. Tenséo superficialas amostras d€B, CB/CMC/EDC/NHS, CBZol I/LRP e CBMBMP-7/LRP.

Tabela 12. Valores deanguo de caitato em agua e tensdouperficial das amostrasCB nativa e CB
bifuncionalizada com as sequéncias peptidicas.

AMOSTRAS ANGULO DE CONTATO (°) TENSAO SUPERFICIAL
(mN/m)
CB 45+ 7,2 67,71+ 0,9
CB/CMC/EDC/NHS 50+ 3,8 63,33+ 0,1
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CB/Col I/LRP 69+ 6,2 5421+0,3

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

Os valores btidos para tensao superficial corroboram com os resultados obtidos para
os angulos de contato das diferentes superficies analisadas. Vesdigoa os valores de
tensdo superficialiminuiram ags a incorporacdo dos gi&deos, passando de 67,71 mN/m
pa@ a CB nativa para 54,21 mN/m e 55,66 mN/m nas amostraSoCBLRP e CBmMBMP-
7/LRP, respectivamente. A analise das componentes da energia superficial indica que essa
reducdo esta saociada prin@almente a diminuicAo daomponente polar, enquant

componentaispersiva permaneceu praticamente cons(@ARRIER; BONN, 2015).

4.9. Ensaios biologicos

4.9.1. Andlise Hemolitica

A andlise hemolitica foi realizadios peptideos isolade®m o djetivo de avalia a
biocompatibilidade ds amostras em contatordio com eritrocitos humanosbtidos do
hemonuclepuma vez que materiais destinados a aplicacdes biomédicas nao devem causar lise
ou danos as células sanguineas. Os resultdaddigura 2 demonstraram quetodasas
amostras tantma maior concentracdo (512 pug/mL) e na menopg@imL) apresentaram
valores de hemdlise inferiores a 5%, limite estipuladospstamas ISO 109934 e ASTM
F756 Assim, podese inferir queos peptideos sintetizado&o induzem ruptra sgnificativa
de ertrécitos, demonstrand@dequada compatibilidade com o sangue e reforcando o
potencial usalestas biomoléculaam aplicacdes biomédicas

Yu et al. (2023) avaliaram a hemocompatibilidade phptideo antimicrobiano
conjugado com eritromicinane ens@éds de hendlise e observaram que, apés incubacdo de
glébulos vermelhos de coelho com concentracdes de 1 0, 2 5 daeconfugadogag / mL
porcentagem de hemdlise permanecBuito baixa e ndo estatisticamendiferente do
controle negativo (PB$S)ndicandoque nem mesmo na concentragdo mais alta testada (50
eg/ mL) houve hemo dque deenonstra gmisoa fhenmeompatibifidade do
material Esse resultado confirma que a conjugacdo do compastomicinac o mpolyL-
lisina manteve a excelean biccompatibiidade do material, caracteristica essencial para

aplicacdes biomédicas.
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Figura 22. Ensaio de atividade hemolitica dos peptideB®, Col | e mBMP-7, realizadosm diluicdo seriada

partindo de 512 pg/mL até 1 pg/mL

4.9.2. Ensaio de Citotoxicidade

De acordo om a figura 23, notase que todas as amostrasvaliadas no presente
estudo, incluindo CB, CB/CMC/EDC/NHS, CBZol I/LRP e CB/mBMP-7/LRP frente a
linhagem L929% SaO£2, ndo foram citotoxica, mantendo a viabilidadeelular acimade
70%
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Figura 23. Porceiagem de viabilidade celulagda linhagem L92% SaO&£2, avaliada por método indireto
utilizando o reagente colorimétrico resazurina, frente as amaitr@8 nativa e CBbifuncionalizadascom
peptideos

4.9.3. Ensaio de Proliferacao Celular

Pelo métododireto, os resultadosde proliferacdo celulafFigura 24 e Figura 2%
evidenciaramque & amostrasde CB natva e CB bifuncionalizadas com os peptideos
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exibiram um comportamento semelhante ao do conttelsobrevivénciacom diferenc®
estatisticamentesignificaivas represetado nas tabelas3le 14. Isso pode decorrer da
concentracdo dos peptaeque foi estabelecidgsses resultados estdm eoncordancia com
0 estudo dé-ursatz et al. (2018no qual foi avaliada a resposta proliferatole fibroblastos
humaros dérmicos (HDFa) cultivados sobre amostra@enativae CB funcionalizada com
opept 2deo ant-polpl-c y & bMLa)num Polipeptideo catidnico de baixo peso
molecular conhecido por sua ampla atividade antimicrobiana. No trabalho, a funcionalizacao
da CB foi realizada paguimica de carbodiimida e m -Pgluf@ cothlentemete ligado as
membranas de CB (incluindo CBnitionalizada com carboximetilcelulos@pr meio da
forma-«o0 de | iga-»es amida entre ¢tLlulpssas c a't
modificacdo nado alterou significativamente a estrutura nanofibrilara®yropriedades
mecanicas da CB e foi testadan diferentes preparacfes, mas os autores nao relataram
di feren-as marcantes ent-Pl& degdsifadas eomtretagdo & o n c
citocompatibilidade. Os ensaios com fibroblastos humanos mostoprarafuncionalizacao
c o mPLU ndo promoveuliferencas estatisticamente significativas na taxa de proliferacdo
celular quando comparada a CB ndo modificada, indicando que a adicdo do peptideo
antimicrobiano preserva a biocompatibilidade do material senpi@neter a viabilidade e o
crescimento celar.

Considerando os seltados dos ensaios de hemocompatibilidade e citotoxicidade,
abrese a possibilidade de otimizar as respostas celulares por meio do aumento das

concentracdes de peptideos imobilizadosupaicie da CB
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=
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™ L.O™
E El CB/mBMP-7/LRP
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Figura 24. Proliferagdo celdr da linhagem B29 expressa em unidades arbitrarias (u.a.) em fungcédo das
diferentes amostras de CB nativa e CB bifuncionalizada com peptideoanaliseestatistica;2away anova
sendo p>0,05.
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Tabela 13. Andlise Estatistics2way ANOVA - Turkey do ensaio de proliferacdo frente a linhages29, sendo

p>0,05.

AMOSTRAS

Valor de P (p>0,05)

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

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

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

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

24:CB/Col I/LRP vs72:Controle Sobrevivéncia
24:CB/mBMR7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivénci:
24:CB/mBMR7/LRPvs. 72:Controle Sobrevivéncie

24:Controle Sobrevivéncia vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

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

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

48:CB/CMUEDC/NHS vs. 72:Controle
Sobrevivéncia

48:CB/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia

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

48:CB/mBMR7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivénci:

48:CB/mBMR7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivénci:
72:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia

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

72:CB/Col I/LRP vs72:Controle Sobrevivéncia
72:CB/mBMR7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivénci:

0,0007
<0,0001
0,001

<0,0001

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

0,0044
<0,0001
0,0103

0,0002

0,0094
0,0002
0,039

0,0007
0,0028
0,0006

0,001
0,0043

77



CB
CB/CMC/EDC/NHS
CB/Col I/LRP
CB/mBMP-7/LRP

Controle Sobrevivéncia

Proliferagio Celular (u.a.)

B R R R R
Tempo (h)

Figura 25. Proliferacdo celdr da linhagem SaOS2 expressa em unidades arbitrarias (u.a.) em fungdo das
diferentes amostras de CB nativa e CB bifuncionalizada com peptmensanaliseestatisticas2way Anova,
sendo p>0,05.

Tabela 14. AnaliseEstatistic2way ANOVA Turkey do ensaio de puliferagdo frente a linhagem Sa@Ssendo
p>0,05.

AMOSTRAS Valor de P (p>0,05)
24:CByvs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
24:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0001
24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 24:Controle 0,0122
Sobrevivéncia
24:.CB/CMC/EDCINHS vs. 48:CB/Cd/LRP 0,0222
24:CB/CMC/EDC/NHS vs48:Controle <0,0001
Sobrevivéncia
24:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle <0,0001
Sobrevivéncia
24:CB/Col I/LRP vs. 24:Controle Sobrevivéncia 0,0041
24:CB/Col I/LRP vs. 48:CB/CMC/EDC/NHS 0,0236
24:CB/Col I/LRP vs. 48:CRZol I/LRP 0,0074
24:CBJ/Col I/LRP vs48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
24:CB/Col I/LRP vs. 72:CB 0,0335
24:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia <0,0001
24:CB/mBMR7/LRP vs. 24:Controle Sobrevivéncii 0,0475
24:CB/mBMR7/LRP vs. 48:Controle Sobreéncia <0,0001
24:CB/mBMR7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivénci: 0,0001
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24:Controle Sobrevivéncia vs. 48:Controle <0,0001
Sobrevivéncia

48:CB vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
48:CB vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0015
48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 48:Cortfe <0,0001
Sobrevivéncia
48:CB/CMC/EDC/NHS vs. 72:Controle 0,0104
Sobrevivéncia
48:CB/Col I/LRP vs. 48:Controle Sobrevivéncia <0,0001
48:CB/Col I/LRP vs. 72:Controle Sobrevivéncia 0,0335
48:CB/mBMR7/LRP vs. 48:Controle Sobrevivénci <0,0001
48:CB/mBMP-7/LRP vs. 72:Controle Sobrevivénci 0,0022
48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:CB <0,0001
48:Controle Sobrevivéncia vs. <0,0001

72:CB/CMC/EDC/NHS

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

48:Controle Sobrevivéncia vs. 72:CB/mBMA.RP <0,001

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

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

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

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

72:CB/mBMR7/LRP vs. 72:Controle dbrevivéncia 0,0047

4.9.4. Ensaio de Migragéo Celular

A migracéo celular € um evento liante da taxa durante o processo de cicatrizagdo
de feridas paraestabelecer a integridade e a funcdo normal das camadas de tecido apés a
les@o. O principio do métodoébeado na <cri a-«o0 de udeada)l acun
em uma monocamada de cékilconfluentes. As células na borda do campficati“ferido"
comegcardo a migrar para a area livre de células, formando novos contatesdalélala

Os resultados apregtados na micrografias dé&igura &, juntamente com os valores
quantitativos apresntados na Figura72indicaram percentuais elevados de fechameato
pseudeferida apds 48 h para todas as condi¢cdes avaliadas. As células tratadas com os eluatos
da CB n#éva apresentaram aproximadamente 95% de fechamento, enquanto aquelas expostas

aos déuatos das amostras CB/CMC/EDC/NHS, CBII/LRP e CBMBMP-7/LRP exibiram
79



valores de 87%, 81% e 80%, respectivameldacontrole de sobrevivénciapresentou 86%
de fectamento,com p>0,05.

E importante ressaltar que o ensaiopdeudo wouncheaing foi conduzido pelo
método indireto, utilizando meio condiciawapreparado conforme a norma ISO 109923
Nessa abordagem, apenas os eluptogenients dos materiaistestadosntram em contato
com as células, o que limita a avaliacdo de intemcidetas célulamaterial. Dessa forma, 0s
peptideos imobilizados nauperficie daCB néo participam ativamente do processo de
migracédo celular avaliado, permanecendo ancorados aaed8ébrilar da CB.

Considerando que a funcionalizagdo da CB promoveragbes relevantes na
topografia superficial, na nanorrugosidade eter@sédo superficial do material, é plausivel
supor que essas modificacbes exercam maiarénélia sobre o componento celular em
ensaios de contato direto. Assiag respostade migacaoobservadasieste modelo pode
estar associada as limitacfes inetoeas do método indireto, que ndo permite avaliar o efeito
combinado da biofuncionalizacédo, da arquitetura nartsfibe das propriedades de superficie
do material

Nesse contexto, estas futuros, empregando modelos vivo de migracao
celular/cicatrizagd, tornamse relevantes para investigar de forma mais adequada a interagao
entre tecidos esistemasbifuncionalizalos baseados em CBAlIém disso, a avaliagdo de
concentracbes mais elalas @& peptideos imobilizados pode potencializar a resposta

bioldgica,promovendo efeitos mais pronunciados na migracao, adesao e proliferacao celular.
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Figura 26. Micrografias da porcentagem de fechamento da pskrita utilizando fibroblastod.929 nos
tempos 0, 6, 24 e 48IBarra de escala 40 pm.
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4.9.5. Ensaio de adesao calul

No curso do processo de ade o cel ul ar , as d@ewltasmoi mi
superficie com seus corpos esféricos. Entdo, as séluldi ac hat amo princi
inter a- »es n«o espec?2ficas. Se a superf2cie
compl et ament ed ¢ o &vo favd £ griara contatos @saveardneis da
reorganizacao do esqueleto de actina para atingir sumasx@aa de espalhamento.

As microgafias observadas s&iguras 28-31 indicam queas superficies de CB nativa
e CB bifungonalizadas garantiram a adesfespraiamento celular, com exce¢do da amostra
CB/CMC/EDC:NHS, em que foi observado poucas areas com células em estagio inicial de
adesdoObservouse uma maior populacédo de células sobre a superficie da amoBti@ol
I/LRP, presumindo melhoriasorcontato célulecelula Ademais, na plataforma CBBMP-
7/LRP, foi possivel visualizar a presenca de pseuddpodes citoplasmatigesindo maio
interacdo com a superficie de CB. A formacdo de pseudopodes sugere que @mgeptid
proporcionam sinais fisis e bioquimicos favoraveis, promovendo adesfes focais, extensao
do citoplasma e uma resposta celular que favomamtos biolégcos tais como a
remodelacgéao tecidual.

Resultados semelhantes foram relatados ptalandain et al., (2023) que
demonstrarangque a incorpora¢ao de nanofibras @B em matrizes de colageno promove um
microambiente favoravel a adesdo e ao espalhamento calnilbnido acombinacéo entre a
nanoarquitetura d&€B e os sitios bioativos do colagendo estudo, os autorggepararam
hidrogéis 3D hibridogm quefibra de CB obtida a partir de peliculos biossintetizados por
Komagataeibacter xylinudoi misturada de forma homogé&n com colageno tipo |
concentrado extraido de tenddes de-rabo, resultando em hidrogéisngpostos por cerade
74 % de colageno (0,70 % whaR6 % de BCf (0,25 % w/wapods ajuste de pH e gelificacao
térmica a 37 °C, sem uso de agentes reticulantesodificadores adicionais. Esses materiais
foram preparadosgp meio damistura das nanofibrade BC com o pr@el de coldgeno em
pH fisiolégica seguida de incubacdo para gelificacdo, formando um scaffold 3D
estruturalmente reforcado. Como modelo de estetular, foram utilizadasélulas estromais
mesenquimais divadas da medula 6ssea humanaMRBISCs)e fibroblastos humanggue
foram suspensos diretamente no-geé antes da gelificacdo, permitindo uma cultura 3D
viavel por pelo menos 7 dias. Apesaa presenca das nanofibras e da alteracdo nas

propriedades m@nicas, 0s autores ndo observaedaitos adversoso comportamento ou na
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viabilidade celular, reforcando que a combinacdo entre a nanoarquitetQa elas sitios
bioativos do colageno cria uambiente propicio para interacdes célutatriz em cultivos
tridimensionais.

No trabalho dé&hiet al. (2012)os autores demonstraram que a incorporacdode
Morphogenetic Protei2 (BMP-2) as matrizes deCB favoreceu significativamente a
interacdo céllai material e a osteogénese in vigan vivo. Nesse estudo,GB foi utilizada
como umsistema de liberacdmdalizadopara o BMP2, tendo o fator de crescimento
simplesmente sidadsorvido/coated (recoberto) nos scaffoldem o uso de processos
complexos de conjugacgdo quimica descrit@sartigo, e carregado nas conceries;de0 a
aproximadamente 3 pg de BNMPpor scaffold observandse que a atividade osteogénica,
medida por ensaios ddividade de fosfatase alcalina (AL.Rumentou positivament®m a
concentracdo de BMP dentro desa faixa. Aélulas utilizadas commodelo in vitro foram
fibroblastos munos do tipo C2C12que, na presenca de BA2Pliberado pelo scaffold de
BC, diferenciararse em osteoblastos, refletido pelo aumento da expreesé@narcadores
osteogénicos e da atlade de ALP. Além disso, em estgdde implantacdo subcutanea em
modelo aimal, os scaffolds de BC carregados com BRIBpresentaranformacdo Ossea
significativamente maior e maior concentracdo de caloiaque os sdéolds deCB sem
BMP-2, evidenciandoque a nanoarquitetura tridimensiorgd BC, em conjunto com a
bioatividadedo BMP-2, criou um microambiente favoravehacora e a diferenciagédo celular
osteogénicaEsses resultados sustentam que a funcionalizacdeaffelds de CB com
proteinas da famé BMP podepotencializar a respostzlular osteogénicaeforcando sua

apicabilidade em estratégias de engenharia de tecidos e regeneracdo 6ssea.

Figura 28. As micrografias dasélulas L92% S#®S-2 por MEV daamosra CB apds 72 horas de incubacao.
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Figura 29. As micrografias dasélulas L92% S#®S-2 por MEV daamostraCB/CMC/EDC/NHS apds 72 horas

de incubacao.

Sa0s-2

Figura 30. As micrografias dasélulas L92% S&®S-2 por MEV daamostraCB/Col I/LRP apds 72 horade

incubacao

84



Figura 31. As micrografias dasélulas L92% S&@S-2 por MEV daamostraCB/mBMP-7/LRP ap6s 72 horas

de incubacéo

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir @gienalises por
espectrometria de massasiBLC corfirmaram a correta sintese e purificacdo dos peptideos
empregadasAs analises térmicas evidenciaram uma reducdo na estabilidade térmica das
amostrasdifuncionalizadas, atribuida ao aumento do contelddanicg incorporado a matriz
da CB.O FT-IR permitiu a identificacdo dos grupos funcionais caracteristicos da €CB,
confirmadas poRaman, corroborando a imobilizacéo dos peptideos na superficie do material.

As analises de EDS, associadas ao mapeamento qudossibilitaran aidentificacédo
dos elementos duonicos constituintesAs analisespor MEV e AFM mostram que a
incorporacdo de CMC promoveu a formagéo de um filme homogérsdtando em reducdo
da nanorugosidadé&m contraste, a bifuncionalizacdo com peptideos levou ao aumento da
nanorugosidadeindicando alteragBes topograficas associadas a imobilizacdo molecular na
superficie. As medidas de angulo de contato revelaram aumento nas amostras de CB
bifuncionalizadas; entretanto, todas permaneceram hidrofilicas, com valores inferiores a 90°.
Paraléamente,observouse uma reducédo da tensao/energia superficial, indicando diminuicao
da contribuicdo da componente polar da superficie da CB ap6s a funcionalizacéo.

No que se refere as propriedades bioldgicas, 0os ensaios demonstrarerdaguas
sequéncias pepiiths avaliadas, na faixa de 1 pg/mL a 512 pg/mL, apresentaram
hemocompatibilidade. As amostras de CB bifuncionalizadas exibiram adequada

citocompatibilidadee um comportamento proliferativo semelhante @8, assim como no
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ensaio de migracdoelular. No ensio de adesé@o celulaas superficies bifuncionalizadas
proporcionaram um microambiente favoravel a adesdo, com melhora no contaicékllda

e promocdo do espraiamento celul@e modo geral, os resultados indicam que a
funcionalizacdoda CB com sequéias peptidicas ndo compromete a interacdo Gélula
material, preservando suas propriedades estruturais-@isicicas e bioldgicas. No entanto,
embora as plataformas desenvolvidas se mostrem adequadas como suportes para cultivo
celularin vitro, ainda nddoram evidenciadas vantagens bioldégicas mensuraveis em relacéo a
CB néo funcionalizada. Dessa forma, torrsgmnecessarias investigacdes adicionais voltadas

a avaliacdo de respostas celulares mais especificas, como a expressao de cukigyamas

e prdeinas do citoesqueleto, bem como a quantificacdo da atividade antimicrobiana, a fim de
elucidar de forma mais aprofundada os efeitos funcionais decorrentes da imobilizacdo das

sequéncias peptidicas na superficie da CB.
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ANEXO I:

InformacdesComplementares deconvolucaalo pico de decomposicao daalise térmica
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Figura b. Deconvolu¢dalos pcos de decompos#p da analise térmica das amostras CB nativa, CB/Colageno I,
CB/BMP-7 com e sem histidina@ B /PBL.
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Tabelaa. Representacéo da temperatura e perda de nmesgsectivamente no pico de decomposicao.

AMOSTRAS PICO 1 PICO 2 PICO 3 PICO 4
CB Nativa 306,7°C 6,99% 356,7°C 66,75% - - - -
CB/CMC 338,1°C 13,61% 353,9°C 48,25% 320,2°C 3,62% - -
CB/CMC/EDC:NHS 306,9°C 44,19% 326,5°C 18,15% 247°C  8,24% - -
CB/EDC:NHS 223,2°C 4,24% 302,2°C 50,30% 357,5°C 15,10% 373,9°C 4,94%
CB/COLAGENO | 306,4°C 14,32% 350,3°C 61,23% - - - -
CB/BMP-7 353,1°C 6364% 355,3°C 7,3™% - - - -
HISTIDINA

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

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

CB/BMP-7/0PPL - 2,90% 349,7°C 70,18% - - - -
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CAPITULO 2:

ESTAGIO DE PESQUISA NO EXTERIOR (BEPE)

Desenvolvimento de uma plataford@nusbaseda em ckilose bacteriana/acetato de

celulose funcionalizada com peptideos miméticos de colagenopigra fegeneracéo tecidual
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RESUMO: As membranas tradimnais de estruturanica frequentemente carecem da versatilidade
funcional necessaria para atender asnplexas demandas das aplicagdes clinicas. Inspiradas na
molhabilidade Unica da folha de I6t@s membranadanus caracterizadas por uma arquiteturaddela

face com propedades opostas, estdo ganhando crescente interesse devido as suas funciotkalidades
superficie assimétricas. Embora amplamente exploradas em aplicacdes quimicas, como zjtolimpe
separacao seletiva e transporte de fluidos, seugakt&diomeédico pernmreece em grande parte inexplorado.
Neste estudo, propé& um novo arcabouctanuscomposto por nanocelulose bacteria@B)l e uma
camada de acetato de celuloA€) obtida por elgofiacdo, exibindo propriedades fisigaimicas distints.
voltadas para a generacdo tecidual. A fas€B proporciona uma estrutura altamente porosa,
biocompatiel e mecanicamente robusta, enquanto a camadadmifere permeabilidade controlada e
integiidade estrutural aprimorada. Além disso, a funcionalzatd superficie da B com peptideos
miméticos de colageno tipo | favorece a adesao celular, a regdiagdadeposicdo da matriz extracelular,
criando um microambiente biomimético propicio ao repacidual. Essa arquitetura de dupla funcéo
permite a ngracao celular dirégnal, a difusdo controlada de nutrientes e o transporte molecular seletivo,
superado as especificacdes associadas a formacao de andaimes. Com base nos resultados pasciais obtido
nesse projetoa sintese e a purificacdo do peptidemético de colageno tipo | foramalezadas com
sucesso, conforme confirmado por cromatografia liquida de alta efici@deLC) e espectrometria de
massa com ionizagdo por electrospray {ESl). Os perfis de HPL@nostraram picos bem definidos e
simétricoscom um tempo de retencéo estaddl,§ min), indicando a remocéo eficiente de subprodutos da
sintese e alta pureza geptideo, enquanto a analise por-& confirmou a massa molar e os estados de
carga esperadog&-1 e +2), validando a integridade quimida sequéncia sintetizada. O pres® de
eletrofiacdo ocorreu de forma satisfatéria, resultando na formacgéo de3fihrasnforme observado por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A analiseRpermitiua identificacdo de grupos funcionais

do CB por meio de bandas de absorcaanlm®mo amidas | (C=0) e I, associadas ao dobrameithioeN

ao estiramento @Gl e GO-C. O espectro ATHTIR da face superior (camada fibrosafdo) exibe bandas

de absorcao caracisticas doAC; estas incluem ostiramentoassimétrico @0-C em aproximadanme
1050 cm 7T, o0 estOCaemmnida5§!| c mos 2 dataeC0O Goréster acetatod e € ¢
em torno de 1750 cm 1 -@dadigaghd dstexan @@ r dbhex | enatdiarmame ret
A andlise do angulo de contato revelou difeenclaras na molhabilidade da superficie entre as amostras.
A CB exibiu um angulo deontato de superficie hidrofilico (46° £ 17,5°), confirmando sua superficie
intrinsecamente hidrofilica, que aumenta a adesfidac. ApOs a imobilizacdo do peptideo agageno

tipo I, 0 aumento no angulo de contato (84° + 5,97° no tempo 0) demonstr@taracdo nas propriedades

da superficie. Por outro lado, as camadas de fibrasCdeletrofiadas em 3D exibiram uma supedici
hidrofébica (126° + 4,26°) com 15% d&C, enquanto 0 aumento da concentracdo @epara 20%
resultou em uma superficie hiddafa, com um angulo de contato de 67° + 16,6°. Esses resultados indicam
gue o grau de substituicao (DS), associado a concemtlagdolimero, governa a formacéo, o diameto
arranjo espacial das fibras, afetando, em Ultima analise, as propriedadpsréiais. Essas diferencas sao
atribuidas a variagbes na morfologia e porosidade das fibras, associadas a concentracdcerdo polim
durante a eletrofiacao, que influenciaignificativamente a rugosidade da superficie e, consequentemente,
a molhabilidade.Ensaios biol6gicos in vitro, incluindo testes de citotoxicidade e adesdo celular,
demonstraram que #anusCB-Col I-AC nao apresntou efeito citotoxico contra a linhagemutar de
fibroblastos L929, exibiu resposta de proliferagdo celular sem diferegrgéicsitiva em comparacéo ao
controle e alta capacidade de adeséo celular. A an@Bif2ol | promoveu melhor adesao, contattulze

célula e espalhamento celular. No etdaros ensaios de adesdo microbiana indicaram a presenca de
Staphylococcus aureuwsCandida albicanso que pode ser atribuido ao fato de as superficies eletrofiadas
ndo possuirem as caracteristicas de supexfisigethidrofobicas. Portanto, como persfreg para
trabalhos futuros, propése o uso de diferentes concentragdes e graasatitacdo do &, proporcionando

uma superficie supdridrofébica, potencialmente capaz de reduzir a adesdo microbiana e 1 pandi
aplicabilidade da plataform#anusna regjeneracdo tecidual guiada, cicatrizacdo de feridas e propriedades
antimicrobianas

Palavras chavescelulose bacteriana, peptideo mimético a colageno tipo |, jdmes eletrofiacao,
acetato de celulose
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ABSTRACT: Traditional singlestructure membras oftenlack the fuctional versatility required to
addresghe complex denmals of clinical applications. Inspired by the unique wettability of the lotus leaf,
Janus membranes, characterized by a desitdel architecture with opposing properties, are iggin
increasing appeal due to their asymmetrical surface functionalitigwulglh widely explored in chemical
applications such as salleaning, selective separation, and fluid transport, their biormepatantial
remains largely untapped. In this studynovel Janus scaffold composed of bacterial nanocellulose (BNC)
and a celllose acetate (CA) layer obtained by electrospinning was proposed, exhibiting distinct
physicochemical properties aimed at tesswegeneration. The BNC phase provides a highly yspro
biocompatible, and mechanically robust structure, while the CA laydersocontrolled permeability and
enhanced structural integrity. Furthermore, the functionalization of the BNC surface withcyltsgen
mimetic peptides favors cell adhesiorgukarity, and extracellular matrix deposition, creating a biomimetic
microervironment conducive to tissue repair. This duaiction architecture enables directional cell
migration, controlled nutrient flusion, and selective molecular transport, overecmmspecifications
associated with scaffolding specifically. Based on thégbaiesults obtainedhe synthesis and purification

of the type | collagen mimetic peptide were successfully achieved, asnmoehfby highperformance

liquid chromatography (HRC) and electrospray ionization mass spectrometry-fES). HPLC profiles
shoved welldefined and symmetrical peaks with a stable retention time (11.6 min), indicating efficient
removal of synthesis bypradts and high peptide purity, while EBIS analysisconfirmed the expected
molar mass and charge states (+1 and +2), valid&imghemical integrity of the synthesized sequence.
The electrospinning process occurred satisfactorily, resultingDinfiber formation, asobservedby
scanning electron microscpSEM). FT-IR analysis allowed the identification of BNC functional groups
through absorption bands, as well as amides | (C=0) and Il, associated-MiftbléN\ng and GN and CO-

C stretching. The ATHTIR spectrum of the upper face (fibrous layer of @Xhibits absorption bands
characteristic oCA; these include the asymmeteO-C st ret ching at app+Oexi mat
C glycosidic stretching at 1158cetmafie ¢ hteerC=Dr cu
and the GO stretchmg vibration of the ester linkage at approximate®y3l0 c¢cm 7T . @alpsisact a
revealed clear differences in surface wettability betweesah®ple The cell membrane (BNC) exhibited a
hydrophilic sirface contact angle (46° = 17.5°), confirming itstrinsically hydrophilic surface that
enhance celadhesion. After immobitiation of type | collagen peptide, the increase in the contact angle
(84° £ 5.97° at time 0) demonstrates a change in supiaperties On the other hanahe 3D electrospun

CA fiber layersexhibited a hydrophobic surface (126° + 4.26°) at 15% CA, whdreaeasing the CA
concentration to 20% resulted in a hydrophilic surface, with a contact angle of 67° £ 16.6°. These findings
indicate that the degree of substitution (DS), assed with polymer concentration, governs fiber
formation, diameter, and gl arrangement, ultimately affecting the surface properTiesse differences

are attributed to variations in fiber morphojoand porosity, associated with polymer concentmatioring
electrospinning, which significantly influence surface roughness emnsequently, wettability. In vitro
biological assays, including cytotoxicity, and cell adhesion tests, demonstrated tlaB3ERCol |- CA
showed no cytotoxic effect againtte L929 fibroblast cell line, exhibited cgtoliferation responswith

no significant difference compared to the contaad high cell adhesion capagithe sampleBNC-Col |
promoted better adhesionell-to-cell contact, and cell spreadingowever, microbial adhesiorassays
indicatedpresence obtaphylococcus aureasmdCandida albicans which may be attributed to the fact that
electrospun surfaces do not possess the characteristics of superhyuraphaces Therefore, as a
perspective for futurevork, the use of different concentratioaand degree of acetylation ofA is
proposedproviding a superhydrophobic surface, potentially capable of reducing microbial adhesion and
expanding the applicdly of the Janus platform in guidetissue regenetian, wound healing, and
antimicrobial properties.

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

acetate
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1. INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo fisioldgico natural que envolve a reparacao,
restauncao e regeneracdo de tecidos ou céldéapele danificados por lesdes ou traumas
extenos. A crescente incidéncia de feridas cronicas ou de dificil cicatrizacdo tem
impulsionado o desenvolvimento de materiais avancados para curativos, projetados par
aplicagbes em engenharia de tecidos. A delaarmpor produtos terapéuticos com
caracteristicet multifuncionais na engenharia de tecidos tem sido amplamente destacada na
pesqusa de biomateriaiéXU & KIRCHNER, 2021) Esses curativos atuam como analogos
estuturais da matriz extracelular (ECM), oferade um substrato de suporte que promove a
migracdo e proliferac@o celular ao longo do processo de cicatrizagdo. Diversos nu&todos
fabricacdo, como moldagem, eletrofiacdo e liofilizacdo para criacdo de espmmpm ser

utilizados na producéo desses enitis

1.1. Técnica de Eletrofiacdo na engenhaestecidosutilizando biopolimero

A eletrofiacao ¢lectrospinniny tem se destaclo como uma técnica fundamental na
engenharia de tecidos devido a sua capacidadibricar fibras ultrafinas com alta razéo
superficievolume, utilizando equipamentos rélaimente simples e de baixo custo
(FORMHALS, 1934; RENEKERet al, 1996). Além diso, a técnica & amplamente aplicavel
a uma variedade de polimeros, tanto natuya#sto sintéticos, e permite o controle pserde
parametros como diametro das fibras, oigacdo (aleatéria ou alinhada), porosidade e
topografia, por meio de ajustes teimaticos das condicbes de processamento e das
propriedades da solucdo polimér{&EITZEL et al.,2001; RAMAKRISHNAet al, 20().

O processo de eletrofiagdo consiste naygad de nanofibras a partir de um polimero
fundido ou de uma solucéo poliméridatacamente carregada. Conforme destacado por Haas
et al (2010), essa técnicacpazde gerar fibras com didmetros variana@old pm a 10 nm.

O sistema de deposicao € corsfjeopor trés componentes principais: (i) uma fonte de corrente
continua (CC) delta voltagem, que aplica um campo elétrico ao fluido polimérico; (i) um
sistema € infusdo, geralmente uma bomba de seringe, extrusa a solucdo polimérica
através de umagalha com ponta cortada perpendicularmente; e (iii) um coletor condutor,
comumeng de cobre ou aluminio, que serve como substrato para a deposi¢éo das fibras. Uma
das pincipais vantagens da eletrofiacdo éaparidade de gerar nanofibras diretamente a
paittir de solugbes poliméricas, sendo aplicavel a uma ampla variedade de matehianlo

polimeros sintéticos e naturais, como proteinas estruturais e polideasailém disso, a
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técnica permite copolimacdo e formacdo de blendas poliméricas petarporacdo de
outros componentes sollveis, como 06leos essenciais, agenteséfarocoasc fatores de
crescimento celular e resinas. Essa versatilidade possibdiggnvolvimento de arquiteturas
fibrilares @m propriedades ajustaveis, como controle dendiro, morfologia, topografia de
superficie (PAPENBURGt al.,2011) e porosida(RAMAKRISHNA et al,, 2005).

O acetato de celulose (A é um derivado da celulosdbtido por meio da acetilacdo
parcial ou tothdos grupos hidroxila da cadeia de glicoseseEmodificacdo quimica confere
propriedades fisicquimicas distintas da celulos®tiva, incluindo maior solubilidade em
solventes organicos, transparéncia, bjpdddilidade e resisténcia mecanica (HEINZE
al.; FISCHERet al, 2008). Devido a sua biompatibilidade e biodegradabilidade, o CA é
amplamente utilizado na area biomeédiparticularmente no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de faroms KHOSHNEVISAN et al.,2018), aplicacfes eengenharia
de tecidos (XIAet al, 2013) e cuativos para cicatrizagdo aprimorada (BALAKRISHN/AN
al., 2005). Além disso, susolubilidade em solventes orgéanicos facilita o processamento por
eletrofiacdo, penitindo a fabricacdo de nanofibras com diawerecisamente controlados e
diversas morfologs (RAMANATHAN et al., 2020).

1.2. Plataformaslanus conceito e aplicacdo em bioraaais

A denominagaoJanus deriva do deus romano de duas faces, que observa
simultanearente duas dire¢cdes opostas. Inspiradosaiesonceito, materiaidanus sao
sistemas compmtos por duas superficies distintas e funcionalmente independentes dentro de
uma mesma estrutura. Em biomateriais, essa configuragdo permite integrar duas
funciondidades que atuam de maneira complementaando um material hibrido capaz de
responder aiterentes demandas biolégicas ou ambientais sem comprometer a eficacia de
cada caponente.

No contexto de curativos e engenharia de tecidos, uma platafamuageralmente
apresenta uma face hidrofilica e rauthidrofébica, cada uma desempenhando funcfes
especificas no processo de cicatrizacdo. A face hidrofilica favorece a intéiretdacom o
tecido, promovendo absor¢édo de exsudato, adeséo celular e troea dasdace hidrofobica
funciona como barrer protetora, evitando contaminacdo externadeiziedo o risco de
infeccdo(LUPASCU et al.,2022) Essa separacao de funcdestiaede um unico dispositivo
torna os materiaidanusaltamente eficientes em siti@sclinicas complexo, como feridas

exsudatias ou com risco de contaminac8utra caractéstica fundamental das plataformas
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Janusé sua versatilidade de fabricacdo. Téanicomo eletrofiacdo, laminacdo e deposicéo
de filmes permitem a combinacéo déedkértes materiaiscomo reste trabalho, um pé&deo
mimeético de colageno tipo | foi incorao aCB e eletrofiado com\C para formar um filme
do tipo Janus que pode ser utilizado como material para curativos de feridas
(RAMAKRISHNA et d., 2006) A matiiz bioativa CB/PeptidedCol&eno tipo ) é projetada
para melhorar a abs@ag do exsudado da ferida, promover adesé&o celular e oferecer protecéo
as célulasenquanto a porcéo eletrofiada A€ atua como agente antimicrobia(@AYEM
et al, 2023) Essa flaibilidade possibilita que da face seja otimizada para desempenhar
funcBesdistintas comosuporte estrutural, liberacdo controlada de farmacos, adesdar eel
protecao contra o ambiente externo.

Nesse contexto, o presente projeto teweno objetivo dsenvdver uma plataforma
Janws composta por duas matrizes distintas: um ldldrofobico constituido por AC
eletrofiado e um lado hidrofilico composto por tilme de CB funcionalizado com peptideos
miméticos de colagenqobd |. Essa platarma foi avaliad quanto as suas propriedadésico-

guimicas e biolégicas para investigauotencial de aplicacdo na engenharia de tecidos.

2. OBJETIVO GERAL

Este estagiale pesquisa no exteriorviecomo objetivo desenvolver uma estrutura
Januscombinando de CB bioativa furcionalzada com um peptideo mimético de colageno
tipo | e uma camada de acetato de celulose eletrofiada. O sistemaunbépatividac,
permeabilidade seletiva e estabilidade estrutural, promoveadiesao celulap deposicédo da

matriz extracelulae apermeabilidade controlada para aplicacdes em reggwetacidual.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Funcionalizacé@o do filme déB com a sequéncigeptidica
Os filmes de @ foram produzidos no laboratério BioPaoditlem AraraquaraA cepa

AF1 (Komagataeibacter rhgticus) foi cultivada em meio de cultura estatico em plamg4
pocos por 96 horas a 28°C, seguindo a seguinte composi¢ao nutricior{ai\d%e glicose,
0,5% (m/v) de peptona, 0,5% (m/v) de extratdedeedura, 0,27%m/v) de fosfato dissoédico
anidroe 0,115% (m/v) de &cido citrico monohidratado. Posterioteesss membranas @B
foram submetidas a tratamento quimico com solu¢do dexiddrdle sédio (NaOH) 0,1 M
por 30 minutos a 70°C e, em seguidaatias extensivaemte com agua destilada até atingi

pH neutro. A incorporacao de sequéncias peptidicas nabraeande B foi investigada por
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imobilizagdo covalente utilizando EDC:NHS, comséanos protocolos apresentados por
HERMANSON (2013) e CHIMONIDESteal. (2013).

3.2. Eletrofiacdo deAC sobre matriz d€B com peptideos
O acetato de celulos@C; D S -2&b) a2 qbtido da Sigmaldrich (n° de catalogo

180955). Diferentes concentracfes daugdes poliméricas deAC foram preparadas
dissolvendese 1,5 e 2g de AC em 10 mL de acetona e dimetilacetamida (DMAc) na
proporcdo de 2:1, respectivamerngep agitagdo constante por 12 h até que a mistura se
tornasse limpida e viscosa. Essas solu¢des uniformesCd€l® e 20% (m/A) foram
eletrofiadas sobre um subdtrabioativo de ®, posicionado a uma distancia de 15 cm
perpendicularmente a agulha 21G adada ao terminal positivo de uma fonte de alimentacao
CC de alta tenséo (aparelho de eletrofiagédalier EF300, SKE Research Equipament). O
procedimento experiméal seguiu o protocolo previamente relatado por Ramanthan et al.
(2020), com pequenas moddices. As nanofibras eletrofiadas foram produzidas na KU
Leuven (Leuven, Bélgica), utilizando um aparelho de eletrofiacdo ENRNO equipado

com uma agulha 24G.

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

A matriz de dupla camada foi caracterizada potRFpara identificar qualquer
formacao ou alteracdo nos grupos funcionais. As medi¢cdes espectrais foram realizadas com
resoluciode4 m 1T na f ai xad4 @W®E0 fa eh@C ncinal det il i za
FTIR Bruker, Alpha 2. A morfologia superior, inferior e transversal das matrizes bicamadas
fabricadas foi analisada p&MEV (microscopio eletrbnico de varredura, modelo JEQL Z
AXIS). As amostras foram revestidas com uma fina camada de Pt/Au por 30 segundos a 30
mA para torndas condutoras. MedicOes estaticas do angulo de contato com a agua foram
realizadas para investigar a hidrofilicidade das matrizes nanofibrosas eletrofiadas. Agu
dei onizada wultrapura (10 ¢L) foi gotej ada
matrizes secas, e 0 angulo de contato foi medido pelo método da gota séssil a temperatura
ambiente usando um medidor de angulo de contato Attension Theta Flex (BiehtifiSk
O processo foi repetido em trés pontos por amostra e as imagens capturadas foram analisadas

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

A capacidade dentumescimentada plataformalanusfoi determinada imergiraa
amostra em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) a 37 °C. Em intervalos de
tempo predeterminados, a amostra inchada foi retirada, suavemente seca com papel de filtro
para remover o excesso de liquido superficial e pesada usando uma langaleaalitica. A
porcentagem de inchagco (Sw%) da platafodaausfoi entdo calculada usando a seguinte
equacao: (RAMANATHANEet al, 2020).

Sw(%) = w-W X 100
W,
Onde Ws representa o0 peso da platafodarausno equilibrio de inchaco para cada

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

Para o ensaide citotoxicidade utilizou-se fibroblastos murino derivados de tecido
conjuntivo (L929) adquiridos da ATC@\mnerican Type Culture Collectipninicialmente,
as células foram cultivadeem meio de culturdul beccod s Modi fi ed
(DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e antibioticos (penicilina 100
U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior incubacao em estufa a 37°C e 5%.de CO
ApOGs 2 repiques consecutioiniciou-se 0 ensaio de citotoxicidade, empregando uma
concentracgao dix10* células/poco, que foram incubadas em placa de 96 pogos. A placa foi
mantida por 24 h em incubadora, respeitando os mesmos parametros de temperatura e
porcentagem de CQdescrit® anteriormente. Paralelamente ao plaqueio das células, os
tratamentos foram preparados de acordo com a ISO 4B9Bara tal, 1 ctnde cada
material foi disposto em tubo cénico com posterior esterilizacdo em radiacdo UV por 30
minutos. Em seguida, foiita a adicdo de 3 mL de meio de cultura (DMEM + 10% de soro
fetal bovino). Os filmes em contato com o meio foram deixados sob agitacéo por 24 horas a
37°C. Com o término das 24 h de plagueamento das células, ssaloestabelecimento da
monocamada com auxilio de microscépio, e em seguida, o0 meio de cultura foi retirado e
os eluatos oriundos de cada amostra foram adicionados sobre a monocamada celular,
respeitando o volume de 200 ulL/poco, seguido da incubacéo em estufa per@tis 24
h. Decorrido a4 h de tratamento, os eluatos foram removidos, seguido da lavagem com
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Phosphate Buffer Saling®BS) por duas vezes consecutivas. Findllaa essa et apa,
de resazurina foram adicionados em cada poco. A placa foi novamente incubada a 37°C, ao
abrigoda luz, por 4h. Finalizado o periodo de incubacéo, a resazurina foi retirado dos pocos.
Os valores de absorbancia (Abs) foram obtidos epeatofotometro de microplacas
(SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 560 nm. Como controle de
sobrevivéncia (controle negativo), as células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata, em trés ensalependentes, incluindo os
controles (MOSMANNet al, 1983). Com os valores de Abs, calcutmua média da
porcentagem de viabilidade celular em relagcdo ao controle de sobrevivéncia (100%),
conforme apresentado pela equacgéo abaixo (norma ISO-5p993

(Abs da amostra — Abs branco)
100

(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco) x

3.6. Ensaio de Proliferacdo celular

Inicialmente, as célula$929 foram cultivadas em meio de cultuul becc o0 :
Modi fi ed Ea@MEM suplevherdadaucom 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e
antibiéticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), quusterior incubacdo em
estufa a 37°C e 5% de @@ proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio de resazurina, com
as células cultivadas diretamente sobre as superficies dos materiais. Antes do ensaio, as
amostras foram cortadas em secdes de 1 cméiliratias por exposicéo a radiacao UV por
30 min em cada lado e colocadas em placas de cultura de 24 pocos (ISAL20RES
c®l ul as foram semeadas diretamente sobre
células/poco em meio de cultura completo e liaclas a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO . Como control e, as c®lu
meio de cultura foi trocado a cada 24 h durante todo o experimento. A atividade metabdlica
celular, utilizada como indicador indio de proliferacéo, foi avaliada apos 24, 48, 72 e 168
horas de cultura. Em cada ponto de tempo experimental, o0 meio foi removido e substituido
por uma solucdo de resazurina preparada em meio de cultura (10% v/v). As amostras foram
incubadas por 3 a 4 res a 37 °C, protegidas da luz. Ap6s a incubacao, aliquotas do
sobrenadante foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida a 57C

nm. Os experimentos foram conduzidos em triplicata, em trés ensaios independentes,

101



incluindo os contrles (DORMet al.,2022). Utilizando os valores de absorbancitgxade
proliferagcéo celular foi calculada, conforme mostrado pela equacao abaixo (1ISG5)0993

(Abs da amostra — Abs branco)
100

. A . X
(Abs do controle de sobrevivéncia)

3.7. Ensaio de Adesao Celular

Para os estudos de adesao celular foram utilizadassma linagem celular (L929)
descrita anteriormente. Primeiro, as células (5x®lulas/poco) foram semeadas nos filmes
(Lcn?) inseridos na placa de 24 pocos e cultivadas durante 72 horas a 37°C com 5% de CO
No final da incubacéo, o meio foi remowig as céluk foram lavadas com PBS 0,01 M
filtrado estéril a pH 7,4. Em seguida, as células foram fixadas com glutaraldeido a 3% em
PBS 0,01 M durante 0,5 h a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS 0,01 M, as
amostras foram desidratadas através da sémie ascelente de etanol (30%, 50%, 70% e
95%, 3 min cada) com uma incubacao final em etanol 100% por 3 min (repetido 2 vezes). As
amostras secas foram revestidas por pulverizagédo catédica para gerar uma camada de carbonc
de 10 nm. As amostras foramaeinadas commm microscopio eletrénico de varredura (3JSM
IT500HR, JEOL) usando uma distancia de trabalho de 8 mm e uma tenséo de aceleracéo de 5
kV (PASCHOALLIN et al, 2017).

3.8. Ensaio de adesao microbiana

Para avaliar a adesdo bacteriana, a platafodamaus desenvolida foi avaliada
utilizando um ensaio de adesao microbiana, seguindo a metodologia relatada por Hu et al.
(2024). As superficies daC eletrofiadas (15% e 20%, p/v) da platafordemus(1l cm2)
foram expostas a suspensfes microbiangstajghybcoccus auresie Candida albicang 1 0
UFC mL T). Al 2quotas de 500 eL foram adici
37 °C por 4 h. Posteriormente, a fixacdo da amostra, a desidratacdo, a metalizacdo por
pulverizacdo catodica e a analise por roscopia elebnica de varredura (MEV) foram

realizadas de acordo com o protocolo descrito na Se8ao
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Espectros de FTIR

As analises ATRFTIR foram realizadas em ambas as interfaces da plataftames
desenvolvida, com o ladsuperior corespondendo a camada fibrosaAfe eletrofiada e o
lado inferior correspondendo a®®uncionalizado com peptideo de colageno tipo |

Para a interface do lado inferio€B/peptideoCol I), os espectros de absorbancia
exibiram bandas em B8 e 1638 cmi, dribuidas as vibracbes de estiramento C=0
(carbonila) de grupos amida, predominantemente associadas a ligacfes peptidicas (amida ).
Além disso, bandas naregidode 156 42 c¢cm T f oram obseriHadas
acoplada as bracoes destiramento €N, caracteristicas da amida Il. Essas descobertas sao
consistentes com as relatadas por Riaz et al. (2018), que identificaram bandas semelhantes de
amida | e Il em materiais contendo peptideo de colageno tipo |.

Alteracdes na intagidade dabada em 1000 e 982 c¢cm T, rel
estiramento TOIiC e deformacdo i@, respectivamente, também foram observadas,
juntamente com um deslocamento da banda e
estiramento ©Oi C. Além disso, bastas vibracioais correspondentes a formacao da ligacdo
®st elICOOR ) foram detectadasd2hacmilelyy4d é&rh die
Essas bandas sdo atribuidas a carboximetilcelulose (CMC), usada para introduzir grupos
carboxila na superficie d€B, facilitando assim a incorporacdo de moléculas bioativas.
Caracteristicas espectrais semelhantes foram relatadas por Mansur et al. (2023).

Para a camada superior (camada fibrosA@g o espectro ATHETIR exibiu bandas
de absorcéo caracteristicas, inclairalestirameto assimétrico €@©-C em aproximadamente
1050 cm 1T, o est-OCammnfia5§l cmos2dacwuwi Br a- «a
grupo ®ster acetato em torno d-© dalligagdd éstem 1
em aproximadamente 123 ¢ m B resultadogoeam consistentes com os relatados por
Ramanathan et 2017).
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Figura 1. Os espectros FTIR/ATR no modo de absorbéncia foram adquiridos para as diferentes amostras de CB,
incluindo CB nativa, AC, CEZol |, CB/Col 1/15% AC e CBCol 1/20% ACem amba®s lados

4.2. Andlises por Microscopia Eletronica de Varredura

Micrografias mostraram a formacéao de fibras continuag@econfirmando o sucesso
do processo @ eletrofia@o nascondi¢bes aplicadas (15% p/v e 20% p/v em um sistema
acetona/DMAc 2:1yoltagem de 9,5 kV, distancia agubaletor de 15 cm e vazdo de 1 mL
h T) (Liwu & Tang, AQ (Fiyutg 2A) enldramfumé mar®logia e
predominantemente cilindricaroosupeficies lisas, formando uma manta fiborosa homogénea.
A auséncia de defis esféricos ("granulos") e irregularidades pronunciadas ao longo das
fibras indicou um equilibrio adequado entre a viscosidade da solucdo, a condutividade elétrica
e a taxa devaporgao do solvente.

CB com superficie modificada com CMC e @génol imobilizado (Fig.2C e 3C)
exibiu um filme superficial homogéneo, reduzindo sua visibilidade e destacando o sucesso da
modificacdo da superficie. Essa interacao é atribuida prinmeipée gprocessos de adsorcao,
favorecidos pela afinidade quimica entre ogpgeuhidroxila doCB e os grupos carboxila do
CMC, mediados por ligagc6es de hidrogénio e intera¢des intermoleculares, sem comprometer a
integridade estrutural doBJARUMUGHAN etal., 2R23).
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura. (AL &letrofada a 15%; (B) secao transversal e @B)Col I.
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Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura. (A) Fibras de acetato de celulG¥elgtofiadaa 20%; (B)
secdo transversal e (CB/ColI.

De acordo com as micrografias obtidas e a analise duettid das fibras, observae
gue a amostra contendo 15% A€ apresentou diametro médio de 0,249 um, enquanto a
formulacdocom 20% deAC exibiu diametro médio de 0,274 um. Esses resultados indicam

que o aumento da concentracdo Alé na solucdo de eletrafitdo tende a favorecer a

formacdo de fibras com didmetro maior, efeito associado ao aumento da viscosidade da

soluc® polimérica. Esses resultados corroboram os obtidos por Naragund et al. (2020).
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Figura 4. Distribuicdo do diametro das fibras das anasstte AC eletrofiadas a 15% e 20% (m/v), determinada
a partir da medicéo de 20 fibras para cada amostra.
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4.3. Angulo de @ntatocom Agua e Comportamento de Intumescimémtdgitro
4.3.1. Angulo de Contato com Agua

A molhabilidade da superficie € uma caractiedsfisicaquimica critica que regula as
interacdes célulaaterial, incluindo a adesao celular inicial e a praigéo sbsequente
(CAl et al., 2020). Medi¢Bes do angulo de contato estatico com agua foram realizadas no
ponto inicial e ao longo de 60 s.

A CB pura apresentou um angulo de contato inicial com agua de 46° + 17,5°, que
diminuiu ligeiramente para 31° + 13,3pd0s ® s. Esses valores sdo consistentes com a
natureza hidrofilica da nanocelulose (HUBRE al, 2015). Superficies com éangulos de
contato abaixo de 90° séo classificadas como hidrofilicas (BRQIL, 2019). Caet al. (2020)
relataram que as célulpseferan aderir a superficies hidrofilicas. No entanto, uma superficie
superhidrofilica com um angulo de contato inferior a 5° é prejatligiadesdo celular.

No entanto, quando o Gagenol foi incorporado a superficie d6B, o angulo de
contato aumentopara &8° + 5,97° no tempo 0 e diminuiu para 76° * 6,6° ap0s 60 s. Essa
mudanca pode ser atribuida a alteracdes na distribuicdo de camgziédala de colageno,
que afetaram a molhabilidade da superficie, embora em nosso estudo a superficie tenha
permaneitio hidrofilica. Wen et al. (2015) também relataram um aumento no angulo de
contato do B nativade 25,1° + 2,6° para 93,5° + 6,2° aposuiacionalizacdo com peptideo
de colageno. Saska et al. (2018) relataram que essa mudanca na molhabilidade pode ser
atribuidaa alteragBes na distribuicdo de carga da molécula de colageno ap6s a imobilizacdo
na superficie, o que pode aumentar transitoriagngihiidrofobicidade aparente da superficie.

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

No presente estudo, as camadas de fibrasGle A et r of i a e2®)svarigrdns a
com a concentracdo do polimero, com diferencas distintas observadas entre 15% e 20%. A
superficie fibrosa dAC 15% exibiu um angulo de contato inicial de aproximadamente 126°

t+ 4,26°, que permaneceu estavel durantpedodo analisado, indicando uma superficie
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predominantemente hidrofébica. Em contraste, a camadd&Cd20% apresentou um angulo

de contato inicial menode apoximadamente 67° £ 16,6°, que diminuiu em mais de 50%
apos 60 s. Essas diferencas provavelmesdtio relacionadas a efeitos morfoldgicos
induzidos pela variacdo na concentracdo do polimero durante a eletrofiacdo. Concentracdes
mais altas da soluc@eralmente resultam em maior viscosidade e diametros de fibra maiores,

o que influencia a rugosidadea porosidade da superficie, afetando assim a molhabilidade da
superficie (ANGELet al, 2020).

Celulose Bacteriana (CB) B CB/Col 1/15% Acetato de Celulose
-CB/COI I CB/Col 1/20% Acetato de Celulose
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Figura 5. Medi¢bes do angulo de contato com agua de:n@®va, CB/Col | e CB/Col | revestido com AC
eletrofiado (15% e 20% p/v). As medi¢des foram regikis durante um periodo de 0 a 60 segundos para avaliar
a molhabilidade da superficie e as alterac6es temporais na hidrofilicidade/hidrofobicidade.

4.3.2. Comportamento de Intumescimento Vitro

A capacidade de intumescimento € uma propriedade esspacd@alim material de
curativo, uma vez que governa a absorcao de exsudato, a retencao de fluidos e a manutencac
de um ambiente Umido ideal, que s&o cruciais para cio@rizacado eficaz de feridas
(RAMANATHAN et al 2017).

O CB puro exibiu um alto comportanto de intumescimento em PBS, com valores de
433% apds 1 h de imersdo, 544% em 4 h, 739% em 24 h e 750% em 48 h. Um aumento
acentuado no intumescimento foi obselvaas primeiras horas, seguido por uma tendéncia a
estabilizacdo apos 24 h, indicando a oapnacdo do equilibrio de absorcdo. Esse
comportamento € caracteristico de materiais hidrofilicos e porosos, nos quais a difusédo rapida

ocorre inicialmente atravésos espacos interfibrilares, sendo posteriormente limitada pela
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saturacdo da rede tridimeosal de nanocelulose. Esses resultados sao consistentes com a
natureza hidrofilica d&€B, associada a alta densidade de grupos hidroxila disponiveis para
interacdocom moléculas de agua, conforme descrito por Hubbe et al. (2015). A amostra
funcionalizada om o peptidedCol | apresentou um perfil de intumescimento distinto, com
valores de 293% apds 1 h, 522% em 4 h, 749% em 24 h e atingindo 36348 h.
Observouse que, embora o intumescimento inicial em 1 h seja menor do qUEB laro,

ha um aumento pgressivo e mais pronunciado ao longo do tempo, resultando em um valor
final significativamente maior apos 48 h. Esse comportamento podeibardat a presenca

do peptideo de colageno tipo I, que possui grupos hidrofilicos, como amidas, aminas e cadeias
laterais polares, capazes de estabelecer interacdes de ligacdo de hidrogénio com moléculas de
agua.

As camadas fibrosas deCleletrofiadasexibiram comportamento de intumescimento
dependente da concentracdo do polimero. Para a amostra com 15@ ds Valoes de
intumescimento foram de 439% em 1 h, 539% em 4 h, 667% em 24 h e 791% em 48 h,
enguanto a amostra com 20% dé &presentou valores mdsixos de 326%, 537%, 567% e
707% nos respectivos tempos. Estudos anteriores demonstraram que a concentracdo do
polimero influencia fortemente a morfologia e as caracteristicas da superficie das nanofibras
de AC eletrofiadas, afetando, assim, seu deseimpei® intumescimento. Naragund e Panda
(2020) relataram que membranas dé életrofiadas preparadas com conceritescde até
19% exibiram mudancas notaveia formacéo de fibras e na molhabilidade da superficie, o
gue impactou diretamente a absorcaoglease a capacidade de intumescimento. Além disso,
hidrogéis a base de GAdemonstraram atingir alta absorcdo de a&gauperior a 600%,
destacando a hidrofilicidade intrinseca dos sistemasQle @ papel da estrutura polimérica
na regulacdo do comportamento de intumescimento (éiaalg 2023). Apesar das diferencas
observadas rdre as amostras, a analise estatistida indicou diferenca significativa no
comportamento de intumescimento entre as camadas fibros&s a@d5% e 20% (p < 0,05).

Esse resultado sugere uma limitacdo do método de medi¢cdo do intumescimento e indica que a
variabilidade experimental pode tefflienciado os valores quantitativos obtidos. Portanto,
embora as tendéncias observadas sejam consistentes com diferencas morfolégicas e

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

4.4, EnsaiosBioldgicos

4.4.1. Ensaio de Citotoxicidade
De acordo com a figura 7, nenhuma das amostras CB, CB/CMC/EDCQCBiE;0l
I, 15% AC e 20% AcCexibiu efeitos citotoxicos na linhagem celular L929. A viabilidade
celular permaneceu acima de 70%. Ramanthan et0&i02ambém demonstraram resultados
de citotoxicidade para as amostras ded@hageno (CACSPG) e CAatexcolageno (CA:L

CSPG) em linhagns celulares de fibroblastos NIH 3T3 e HaCat, com valores de viabilidade
de até 70%.
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Figura 7. Ensaio de viabilidag celular com o reagente colorimétri@sazurinaPorcentagem de viabilidade
celular de células L929.

4.4.2. Ensaio de Proliferacédo Celular

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

De acordo com a eletrofiac@t® AC em concentracfes de 15% e 20%, foi possivel
analisar que apresentaram taxas de proliferagcdo mais altas quando comparadas ao controle en
24, 48 e 72 hgom p < 0,05. Isso significa que dCA capaz de contribuir para uma resposta
de proliferagcédo celal otimizada. Ramanthan et al. (2020) também demonstraram resultados
de proliferacéo para as amostras-C8PG e CA:LCSPG em linhagens de fibroblastos NIH

3T3 e células HaCat, com valores mais altos em comparacdo®om C
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Figura 8. Ensaio de proliferagéicelular com o reagente colorimétrico resazurina

4.4.3. Ensaio de adesao

Durante o processo de adesado celular, as células inicialmente se "assentam" na
superftie com seus corpos esféricos. Em seguida, as células se "achatam”, principalmente por
meio de inteacdes ndo especificas. Se a superficie for adequada, as células se "espalham
completamente” com a maturacdo da adesdo focal e criam contatos gmiave&o da
reorganizacao da estrutura de actina para atingir sua area maxima de espalhamentet (TROY
al., 2025).

Os resultados indicaram que as amostras analisad&Bd€B/CMC/EDC/NHS/,

CB/Col | e 15% AC suportaram a fixacdo, adesao e proliferacdo celular. Além disso, alta
disseminagéao celular e um citoesqueleto totalmente desenvolvido fofagisrias amostras.

Por outro lado, a amostra de 20% Auportou apenas o estagio inicial de fixacdo celular,
com as células permanecendo em uma morfologia arredondada e sem mostrar sinais de
espalhamento.

Considerando a aplicacdo pretendida, a super@&8&Col | suportou um numero
maior de células aderentes, interacbes cé&@lala aprimoradas com a formacdo de

aglomerados e espalhamento celular evidente.
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Figura 9. Ensaio de adesao celular em (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHI;CB/Cd I; (D) 15% AC e (E) 20%
AC.

4.4.4. Ensaio de adesao microbiana

A adesdo microbiana a superficies solidas é influenciada pelas propriedades fisico
guimicas da interface, incluindo a hidrofobicidade ou hidrofilicidade do material. Wang et al.
(2022) destacaramue revestimentos supkidrofébicos e antimicrobianos podem influenciar
substancialmente as interagbes microrganisaistrato, modificando propriedades da
superficie, como energia, carga e rugosidade. Tais modificacdes podem reduzidca ades
bacteriana pr meio de efeitos antiadesivos diretos ou mecanismos bactericidas. Em
particular, superficies com angulos de contato com a agua superiores a 150° sédo consideradas
superhidrofébicas e demonstram propriedades -mmtiustantes pronunciadagmitando
acentiadamente a fixacdo microbiana.

Os ensaios de adesao microbiana mostrados nas figueatd 1utilizandoC. albicans
e S. aureusrevelaram a presenca de microrganismos nas superficies dos materiais testados,
indicando que é necessaria uotamizacdo adional da interfaceAC eletrofiada para obter
superficies supdridrofébicas capazes de repelir ou prevenir a adesdo microbiana patogénica.
Ajustes no DS do & ou otimizagédo da solucdo e das condigcdes de processamento podem
fornecer uma estt@gia para meltrar a hidrofobicidade da superficie da fibra (MIKAERt]
al., 2018).
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Figura 10. Ensaio de adesdo avaliando a fixacaoCdealbicansa: (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHS; (C)
CB/Col I; (D) 15% AC e (E) 20% AC.

Figura 11. Ensaio de adeséo deado a fixacé deS. aureusa: (A) CB; (B) CB/CMC/EDC/NHS; (C) CHElol
I; (D) 15% AC e (E) 20% AC.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados parciais deste estudo, a sintese e purificagdo do peptideo
mimético de colageno tipo | foram besucedidas, conforenconfirmado por cmatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massa com ioniza¢cdo por electrospray
(ESFMS). A analise por HPLC demonstrou picos cromatograficos eficientes, simétricos e
bem definidos apos a purificacdo, com um tem@aetencao estavéll,6 min), reduzindo a
remocédo de subprodutos e resultando em um peptideo rico e de alta pureza. O resultado da
ESFMS confirmou ainda a massa molar esperada do peptideo, com estados de carga
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correspondentes aos ions +1 e +2, validamdtegridade quina da sequéncia sintetizada.
Esses resultados garantem a adequacdo do peptideo para imobilizacdo subsequente e
avaliacao biologica. Paralelamente, é possivel inferir que o processo de eletrofiagdo ocorreu
satisfatoriamente, resultanda riormacdo de fibrasconforme observado por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). A analise -FR permitiu a identificacdo dos grupos
funcionais CB por meio de bandas de absor¢cdo, bem como das amidas | (C=0) e II,
associadas ao dobramentéH\e ao esramento CN e GO-C. O espectro ATHTIR da face
superior (camada fibrosa d&C) exibe bandagle absorcdo caracteristicas do acetato de
celulose; estas incluem o estiramento assimétrii€®@@© em apr oxi madament e
estiramento glicosidicoO-Cem 1159 c¢cm 1T, a vVvibra-«o de es
em torno de 17 5deestramento{® datgagédd éster am aprximadamente
1230 c¢cm 1. A an 81| iosegelouw difere@gagydata® na dnelhabilidadet da
superficie entre os materiais tratados. O baixo angulo de contato inicial (46° + 17,5°), que se
altera ao longado tempo, confirma sua superficie intrinsecamente hidrofilica, geralmente
favoravel a adesao celular. Apos a imobilizacdo do peptideo de colageno tipo I, 0 aumento do
angulo de contato (84° + 5,97° no tempo 0) demonstra uma alteracdo na molhabilidade da
syoerficie e na distribuicdo de cargas causada pelo peptideo. Em contraste, as cam@das de A
obtidas por eletrofiacdo apresentaram molhabilidade fortemente dependente das
caracteristicas do polimero e das condi¢cdes de processamento; a superficie com 5% de A
apresentou um angulo de contato elevado (126° + 4,26°), indicativo de um comportamento
predominantemente hidrofobico, enquanto a camada com 20% d@r&sentou um angulo
de contato de 67° + 16,6°. Essas diferencas s@o atribuidas a variagdes na mogfologi
porosidade das fibras, associadas a concentracdo do polimero durante a eletrofiacdo, que
influenciam significativamente a rugosidade da superficie e, consequentemente, a
molhabilidade. Os ensaios de citotoxicidade biolégica e adeséo celular confirmpagam
ambas as faces do material ndo apresentaram efeitos citotoxicos contra a linhagem celular
L929, ndo mostraram diferenca significativa na resposta proliferativa em comparacdo com o
controle e exibiram alta capacidade de adesdo celular. O ensaio d® augisou a
ocorréncia de adesao dos microrganismos avaliados, o que pode ser atribuido ao fato de as
superficies ndo serem sugedrofébicas, uma condicdo associada a reducdo da adeséo
microbiana.

Portanto, melhorias no processo de eletrofiacdo, irduanselecdo dAC com DS

alternativo e o uso de diferentes sistemas de solventes, podem ser benéficas para a geragéo d
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fibras com superficies supbidrofébicas capazes de reduzir a colonizagdo microbiana. Essas
modificagcdes, combinadas com a otimizacaatinua da interfacdanus podem aprimorar

ainda mais o potencial bioativo e protetor da plataforma.
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