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RESUMO

A engenharia tecidual é uma area de pesquisa que objetiva tratar, manter
ou reparar tecidos animais. A cicatrizacdo de feridas, em particular, ¢é
um assunto de grande interesse. H4 uma grande necessidade de se
desenvolver materiais curativos, para que se obtenha melhores
resultados, comparados aos existentes. Novos biomateriais com
capacidade de funcionalizagdo sdo promissores, como é o caso da
combinacdo de nanocelulose e de colageno. O objetivo deste trabalho
foi extrair, caracterizar e incorporar colageno extraido de pele de Rana
catesbeiana (rd-touro) em membranas de nanocelulose, com a finalidade
de desenvolver biopolimeros com propriedades aplicaveis a cicatrizacéo
de feridas. Foi possivel extrair colageno da pele de ra-touro e quantificar
as proteinas totais (214 pug) e a fragdo de colageno (172 ug) por grama
de pele, ressaltando a quantificacdo como o diferencial deste trabalho
comparado a literatura. O material extraido da pele de ra-touro foi
caracterizado quanto ao perfil eletroforético e a temperatura de
desnaturacdo, revelando que o colageno extraido é do tipo I, com massa
molar de 253 kDa e temperatura de desnaturacdo de 30,08 °C. O
biomaterial foi produzido pela incorporacéo do colageno em membranas
de nanocelulose. As propriedades pretendidas do biopolimero foram
caracterizadas quanto & morfologia 2D e 3D, temperatura de transi¢do
vitrea e de fusdo, estabilidade térmica e quanto aos grupamentos
funcionais. As andlises 2D e 3D de microestrutura mostraram o
entrelacamento do coldgeno nas fibras de nanocelulose quando na forma
biopolimérica, enquanto as andlises térmicas indicaram que o0s
biopolimeros apresentam estabilidade necessaria a aplicagdo como
cobertura de feridas. O coldgeno extraido apresentou bandas
caracteristicas de colageno e as mesmas puderam ser identificadas apos
a incorporacdo do mesmo a nanocelulose. A acdo do colageno e do
biopolimero na cicatrizacdo in vitro foi avaliada. O ensaio de ferida
permitiu concluir que o coladgeno de ré-touro atua expressivamente, de
modo a acelerar o processo de fechamento da ferida, este processo
ocorrendo mesmo em baixas concentracdes de colageno . Este trabalho
demonstrou que é possivel extrair, quantificar e incorporar colageno de
rd-touro em membranas de nanocelulose e que o biopolimero
desenvolvido possui as propriedades necessarias a utilizacdo em
processos de cicatrizagdo de feridas.

Palavras-chave: nanocelulose, coladgeno de ra-touro, cicatrizag&o.






INCORPORATION OF FROG COLLAGEN IN
NANOCELLULOSE MEMBRANES AIMING FOR A
REGENERATIVE MEDICINE

ABSTRACT

Tissue engineering is a research area that aims to treat, maintain or
repair animal tissues. Wound healing, in particular, is a subject of great
interest, and there is an increasing need to develop curative materials
displaying better healing properties compared to existing ones. New
biomaterials showing capacity for functionalization, such as the
combination of nanocellulose and collagen, area promising field of
research in this area. The objective of this study was to extract,
characterize and incorporate collagen from the skin of Rana catesbeiana
(bullfrog) in nanocellulose membranes, in order to develop biopolymers
with properties suitable for wound healing. The material extracted from
bullfrog skin was quantified as the total protein content (214 pg) and
collagen (172 ng) per grams of skin, highlighting the quantification as
the differential of this work compared to literature. The obtained
collagen was characterized for the electrophoretic profile and
denaturation temperature, results indicating that the extracted collagen is
type I, with molecular weight of 253 kDa and denaturation temperature
of 30.08 °C. The biopolymer was produced by the incorporation of
collagen in nanocelulose membranes. The desired properties of the
biocomposite were characterized for 2D and 3D morphology, glass
transition and melting temperature, thermal stability and for functional
groups. The 2D and 3D analysis of microstructure showed interlacing
collagen fibers amongst nanocelulose, when in the biopolymeric form.
The showed collagen characteristic bands and the same was observed
when it was incorporated in the nanocelulose. The wound healing assay
showed that the bullfrog collagen shows significantly effect in
accelerating the process of wound closure, and that this process occurs
even at low collagen concentrations. This work showed that it is
possible to extract, quantify and incorporate bullfrog collagen in
nanocelulose membranes and that the biopolymer obtained has the
properties/functions required for use in wound healing.

Keywords: nanocellulose, frog collagen, wound healing.
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1 INTRODUCAO

O uso de bhiomateriais e a engenharia tecidual tém crescido
expressivamente na tentativa de atender as necessidades da éarea
biomédica. Um dos materiais biopoliméricos mais utilizados é o
colageno, a proteina mais abundante no corpo humano e na pele. Além
disto, apresenta boa compatibilidade comparado a outros polimeros
naturais, sendo facilmente absorvivel pelo corpo; é altamente hidrofilico
e desempenha um papel importante na formacdo tecidual e de drgdos
(Lee; Singla; Lee, 2001; Li et al., 2004; Ferreira et al., 2012).

Para fins industriais, as principais fontes colagenas estdo
limitadas aos de animais terrestres, como bovinos e suinos. No entanto,
0 surto de febre aftosa, encefalopatia espongiforme bovina e
encefalopatia espongiforme transmissivel resultaram em apreenséo entre
0s usuarios de produtos derivados de colageno de origem animal
terrestre. Além disso, em certas localidades, o colageno extraido de
fontes porcinas ndo pode ser usado como um componente de alguns
alimentos, devido a restricbes religiosas. Desta forma, fontes
alternativas de coldgeno com riscos menores e que sejam acessiveis tém
sido estudadas (Yan et al., 2008; Peng et al., 2010; Yan et al., 2012).

A rd, como a maioria dos anfibios, apresenta grande variedade de
substancias quimicas no muco secretado pelas glandulas epidérmicas, as
quais vém sendo estudadas pela indUstria farmacéutica para a fabricacao
de antibidticos e outros medicamentos, constituindo-se num novo objeto
de estudo. A rd-touro é um animal ectotérmico, ou seja, Seu
metabolismo é dependente da temperatura ambiente. Além disso, a pele
é fonte de colageno, sendo utilizada ainda como um tecido regenerativo
no tratamento de queimados (Ferreira et al., 2006; Qian et al., 2007).

A associacdo de colageno com outros biomateriais é necessaria
para reforcar as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, melhorar a
estabilidade do sistema e, por exemplo, aprimorar os perfis de liberacao
de compostos incorporados (Ma et al., 2003; Powell e Boyce, 2006).

A funcionalizagdo da nanocelulose (NC) com materiais
inorganicos ou poliméricos abre novos caminhos para ©
desenvolvimento de biomateriais multifuncionais com expectativas de
desempenho promissoras. A NC é utilizada como matriz na preparacao
de biomateriais funcionais, os quais combinam as propriedades da NC
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com as exibidas pelos nanomateriais organicos ou inorganicos tipicos
(Pedroso, 2009; Hu et al., 2014).

O polissacarideo celulose é um biopolimero normalmente obtido
de plantas, considerado como matéria prima sustentavel e praticamente
inexaurivel. O interesse por recursos renovaveis que possam ser
utilizados no desenvolvimento de produtos inovadores a ciéncia, a
medicina e a tecnologia ocasionou um renascimento da pesquisa
interdisciplinar na area de celulose nos ultimos anos, aumentando sua
investigagdo e utilizagdo (Salvi, 2010).

A NC, por sua vez, € um material altamente poroso, que permite
0 carreamento e a transferéncia de macromoléculas, a0 mesmo tempo
em que serve como barreira fisica eficaz contra qualquer infeccao
externa. E essa mesma caracteristica microestrutural que possibilita a
incorporacéo de colageno em sua rede de nanofibras. Geralmente, a NC
é produzida em meio estatico na forma de uma membrana gelatinosa na
interface entre o ar e 0 meio de cultura. Considerada como um polimero
natural inovador, possibilita a combinacgdo eficiente das importantes e
bem conhecidas qualidades da celulose vegetal com as caracteristicas
Unicas dos nanomateriais (Hu; Catchmark; Vogler, 2013).

A vantagem de se utilizar a NC reside em sua alta pureza e
cristalinidade, fibrilas finas com elevada area de superficie, alta
resisténcia mecanica e capacidade de retencdo de agua. Este biopolimero
tem potencial para ser usado como biomaterial comercial devido & sua
biocompatibilidade, promocéo da cicatrizacdo de feridas, moldabilidade
in situ e producdo de baixo custo (Hong et al., 2006; Salvi, 2010; Hu;
Catchmark; Vogler, 2013).

Esta dissertacdo descreve a extragdo, a quantificacdo e a
caracterizacdo de colageno extraido da pele de ra-touro, bem como o
desenvolvimento de novos biopolimeros constituidos de nanocelulose e
coladgeno de ra-touro com a finalidade de aplicacdo em medicina
regenerativa, engenharia tecidual e/fou cosmeética.

11 PERGUNTAS DE PESQUISA

v' E possivel utilizar colageno de ri-touro como um substituto do
colageno bovino?

v" A presenca de colageno de ra-touro acelera o processo de
cicatrizacdo de feridas?



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi obter, caracterizar e
incorporar colageno extraido da pele de Rana catesbeiana em
membranas de nanocelulose visando obter biomateriais aplicaveis a
medicina regenerativa, no que diz respeito a cicatrizacdo de feridas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Extrair, quantificar o teor de colageno e de proteinas totais e
caracterizar quanto a massa molar e a temperatura de
desnaturacdo o colageno da pele de ra-touro.

v Obter coberturas estruturalmente formadas por nanocelulose
sintetizada por Komagataeibacter hansenii e colageno de ré-
touro, a fim de produzir biomateriais com propriedades (térmicas,
fisicas e quimicas) necessarias a aplicacdo em cicatrizacdo de
feridas.

v" Avaliar a agdo do colageno na cicatrizagéo de feridas.






3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo, que constitui uma interface de
reparacdo e renovacao entre o corpo e o ambiente, proporcionando uma
barreira eficaz contra a invasdo microbiana e possuindo as propriedades
de protecdo contra danos mecanicos, quimicos, osmaticos, térmicos e
fotolesdo. Ela tem a capacidade de adsorcdo e de excregdo, e €
seletivamente permedvel a determinadas substancias quimicas. Também
possui boas propriedades de friccdo, auxiliando a locomocdo e a
manipulacdo por sua textura (Chai et al., 2010). Além disto, é um tecido
relativamente mole, mas capaz de resistir a grandes tensdes de corte.

O trauma para a pele pode ser classificado em varios graus, sendo
gue o menos prejudicial refere-se a danos na camada coOrnea de
epiderme (a mais superficial), na qual a cicatrizacdo de feridas ocorre
através da reepitelizacdo, sem enxerto. Os traumas mais graves podem
levar a danos parciais ou completos tanto por via cutanea quanto
subcutanea. A derme subjacente & epiderme fornece a forca fisica e a
flexibilidade a pele, sendo a matriz que suporta a vascularizacdo
extensa, sistema linfatico e feixes nervosos (Moraes, 2013).

A derme é constituida de 80% de agua, fibras de elastina e de
colageno tipo | organizadas em uma rede fibrilar. Os fibroblastos
produzem e mantém a maior parte desta matriz. As células endoteliais
revestem 0s vasos sanguineos e desempenham um papel critico no
sistema imune da pele, controlando o extravasamento de leucécitos.
Uma rede de fibras nervosas se estende por toda a derme, servindo como
fungdo sensorial na pele, as quais também secretam neuropeptideos,
influenciando as respostas imunitérias e inflamatérias na pele por meio
do seu efeito sobre as células endoteliais, leucécitos e queratindcitos
(Chong et al., 2007).

Os queratindcitos (ou corneécitos) sdo as células mais comuns
presentes na epiderme e formam uma barreira na superficie prevenindo a
entrada de bactérias e a perda de eletrélitos e de fluido. Em contraste
com a epiderme, a derme ndo sé prové a energia e a nutri¢do a epiderme,
mas também atua na termorregulacdo e na cicatrizacdo cutanea. A
espessura da derme varia e pode ser de 10 a 40 vezes mais espessa que a
epiderme (0,04 — 1,6 mm), conforme a &rea no corpo. A derme também
contém a rede vascular e os receptores sensitivos de toque, de
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temperatura e de dor (Neel et al., 2013). A Figura 1 apresenta 0s
principais constituintes histolégicos da pele quando ocorre uma secgéo.

Figura 1 — Principal constituigdo histologica da pele.
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O fibroblasto é a célula mais comum do tecido conjuntivo, e é
responsavel pela sintese das fibras colagenas e elasticas, como também
pelo material intercelular amorfo. A forma ativa do fibroblasto apresenta
prolongamentos citoplasmaticos irregulares; o seu ndcleo tem uma
forma ovéide, e o seu citoplasma é basdfilo devido a intensa atividade
de sintese proteica. A forma inativa chama-se fibrocito; € uma célula
fusiforme de menor tamanho e com infimos prolongamentos, com
nicleo alongado e um citoplasma acidéfilo. Na cicatrizagdo, os
fibrécitos sdo estimulados pelas citocinas e assumem a forma ativa. Eles
se dividem por mitose, e migram por quimiotaxia ao local traumatizado,
onde estimulam a sintese colagena e de citocinas, a fim de formar o
novo tecido conjuntivo fibroso caracteristico cicatricial (Reis, 2008).

A pele é a estrutura anatdmica mais lesada do corpo. Quando
traumatizada, o tecido conjuntivo esta exposto e uma série de
acontecimentos celulares e bioquimicos locais sdo acionados para
restaurar a integridade tecidual. Essa sequéncia de eventos €
denominada cicatrizacdo. Varios estudos tém demonstrado o efeito
topico de medicamentos em uma ferida, como antibi6ticos, associacdo
de um antibiético com aminodcidos, anti-inflamatdrios para diminuir o
tempo cicatricial e evitar infeccGes e danos estéticos. Apesar de ser
frequentemente investigada, a cicatrizacdo continua a desafiar os
pesquisadores (Lima et al., 2009; Fong, 2010).
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A perda extensa ou grave da pele aciona 0 mecanismo para a
cicatrizacdo de feridas, o que é essencial a sobrevivéncia. Os objetivos
da cicatrizacdo sdo a recuperacdo da funcdo bioldgica e estrutural da
pele e a eliminacdo da formacdo de tecido de cicatriz. Os esforcos tém
sido direcionados para encontrar um substituto de pele adequado na
criagdo de uma barreira protetiva, bem como para administrar
compostos terapéuticos durante o processo cicatricial (Lin et al., 2011).

Durante o processo de cicatrizagdo, curativos e coberturas séo
usados para a regeneracdo e a reparagdo de tecidos dérmicos e
epidérmicos. Varios produtos, como gazes, hidrogéis, espumas,
hidrocoloides, alginato, colageno, celulose, algoddo, peliculas
transparentes, entre outros, sdo recomendados como coberturas para
feridas e queimaduras, pela sua influéncia na resposta celular local
(Isaac et al., 2012a).

As lesbes por queimadura sdo uma das lesGes fisicas mais
complexas e dolorosas para tratar e controlar. Uma grande queimadura
deixa o0 paciente com cicatrizes fisicas e psicolégicas, além da dor e do
desconforto. Uma queimadura pode ser definida como uma condicédo
que resulta da acdo direta ou indireta de calor. O tratamento de
gueimaduras pode ser realizado utilizando varios farmacos isoladamente
ou associados. O uso de microparticulas de polimeros biodegradaveis
com uma superficie aspera € uma abordagem promissora a cicatrizacao
de feridas porque aderem melhor a pele queimada, aumentando desse
modo a superficie de contato e permitindo uma melhor liberacdo dos
componentes da formulacdo na area lesionada (Huang et al., 2014).

Muangman e colaboradores (2011) citam que o0s tipos de
gueimaduras podem ser de primeiro, segundo ou terceiro grau. O
primeiro grau atinge somente a epiderme. O segundo, envolve a
epiderme e parte da camada da derme; e é subcategorizada em parcial ou
profunda. As de terceiro grau se estendem por toda a camada dérmica e
afeta alguns dos tecidos abaixo da pele. As feridas sdo Umidas porque a
epiderme perde a fungdo de barreira. A dor e o vermelhiddo aparecem
devido a presenca de nervos e vasos sanguineos na derme.

3.2 CICATRIZACAO DE FERIDAS

Anualmente, estima-se que em torno de 1 milhdo de pessoas
sejam acometidas por algum tipo de queimadura no Brasil, das quais
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duzentas mil sdo atendidas em servi¢os de emergéncia e quarenta mil
demandam hospitalizagdo (Tavares e Hora, 2011).

Os acidentes por queimaduras estdo entre as principais causas
externas de morte registradas no pais, perdendo apenas para 0s acidentes
automobilisticos e homicidios. As lesbes por causas externas
constituem, portanto, a terceira causa de morte no Brasil; entretanto,
ainda ndo se dispde de um sistema eficiente de centralizacdo de dados
relativo a queimaduras, embora as estatisticas revelem a gravidade das
lesbes. Os gastos com hospitalizagdo das vitimas de queimaduras no
Brasil sdo exorbitantes e chega a ser considerado incalculavel. Cerca de
oitenta mil pessoas sofrem acidentes por queimaduras em ambiente
domiciliar, e os liquidos superaquecidos ou combustiveis sdo o0s
principais agentes causadores. O alcool colabora com cerca de 20% dos
casos por liquidos combustiveis, por se tratar de um produto de facil
acesso, de baixo custo e sem restricdo de compra. A agua quente é o
principal vildo em se tratando de liquido superaquecido, contribuindo
para a maioria dos casos em criancgas (Tavares e Hora, 2011).

Moraes (2013) cita que 3% da populacdo brasileira é portadora de
alguma lesdo cutanea cronica. Cerca de 2,7% tém Ulceras crénicas nos
pés e pernas, porcentagem que chega a 10% nos diabéticos e que
representa a segunda causa de afastamento do trabalho no pais. A
respeito dos resultados de pesquisas e em fungdo dos escassos registros
existentes, provavelmente os dados estatisticos ndo retratam de forma
fidedigna o sério problema de salde publica que séo as feridas cronicas.

S80 muitos os curativos disponiveis para feridas e queimaduras.
O mercado produz mais de dois mil tipos diferentes, que sao
encontrados nas mais variadas formas, desde a simples cobertura com
gazes, solucBes antissépticas até os mais complexos, as chamadas
coberturas inteligentes. Se por um lado tal diversidade de opgdes é um
fator altamente positivo, por outro, pode tornar altamente desafiadora a
decisdo quanto a melhor escolha do produto para a fase em que se
encontra o processo cicatricial da lesdo. Os produtos para o tratamento
de feridas podem ser divididos em dois grandes grupos: agentes topicos
e curativos. O agente tdpico é aquele aplicado diretamente sobre o leito
da ferida, ou destinados a limpeza ou protecdo da area ao seu redor. O
curativo ou cobertura € o recurso que cobre um ferimento, com o
objetivo de protegé-lo contra agressfes externas, mantendo-o Umido e
preservando a integridade de sua regido periférica. O curativo ideal
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ainda ndo surgiu, porém existem diretrizes definidas, que orientam sua
escolha (Yaguishita, 2006).

O processo cicatricial depende da reconstru¢do da integridade
fisica e mecénica cutdnea. Este processo dinamico envolve diferentes
tipos celulares, como fibroblastos e células inflamatdrias, endoteliais e
epidérmicas. Para uma cicatrizacdo de feridas rapida e completa, séo
requeridos curativos apropriados, como substitutos de pele. Os do tipo
autoenxerto (transplante de um individuo para si mesmo) sdo mais
frequentemente usados, mas oferecem limitacdes de areas doadoras. Ja
os aloenxertos (transplante entre individuos geneticamente diferentes,
mas, da mesma espécie) podem ser obtidos em abundancia, porém,
oferecem alto risco de rejeicéo e de transmissdo de doencas. E 0s do tipo
xenoenxerto (transplante entre individuos de espécies diferentes),
geralmente tém alto custo e baixa resisténcia mecénica. O objetivo atual
é a utilizacdo de biomateriais de baixo custo e que atendam as
caracteristicas necessérias na substituicdo cutinea (Rezazade Bazaz et
al., 2013; Gautam et al., 2014).

Existem trés grandes direcGes em que a pesquisa voltada a
cicatrizacdo de feridas tem como objetivo atualmente: (a) a melhoria em
elementos que podem, potencialmente, acelerar a cicatriza¢do e reduzir
cicatrizes, (b) o desenvolvimento de novos substitutos de pele como
equivalentes de pele e (c) a identificacdo de sinais que desencadeiam o
processo de cicatrizacdo, regeneracao em vez de reparacao (formacéao de
cicatriz) (Guo e Dipietro, 2010).

O conjunto de propriedades exigentes a serem cumpridas para
gue um material curativo seja eficiente no tratamento de feridas se
baseia em fornecer cobertura simples e proxima; permitir a liberacdo
facil e indolor de medicamentos; absorver exsudato durante a fase
inflamatéria; reduzir a dor durante o tratamento; ativar a
introdugdo/transferéncia de medicamentos; fornecer barreira contra
infeccBes; possuir alta resisténcia mecénica, elasticidade e
moldabilidade; criar e manter um ambiente Umido; ser durdvel e de
baixo custo; ser atéxico e biocompativel (Guo e Dipietro, 2010; Moraes,
2013;Moura et al., 2013; Mogosanu e Grumezescu, 2014).

3.2.1 Etapas do processo de cicatrizacao de feridas

O processo de cicatrizagdo de feridas da pele tem sido estudado
h& décadas, haja vista que é um processo complexo envolvendo a
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formagdo de um coagulo, uma resposta inflamatéria, o acumulo de
tecido de granulagdo, bem como a deposicdo e a remodelagdo da matriz
extracelular (MEC). Ele também requer a interacdo celular da epiderme
e da derme, bem como mediadores liberados pelas células inflamatorias,
fibroblastos e queratinécitos. Apés o inicio da resposta inflamatéria, os
fibroblastos comegam a proliferar e migrar para dentro da area da ferida.
O coléageno e a fibronectina sdo subsequentemente depositados no leito
da ferida, que serve como uma matriz proviséria, na qual 0s
queratindcitos podem migrar. Esta reepitelizacdo, conseguida pela
migracdo e mitose celular na epiderme proxima & margem da ferida, é
um evento central na cicatrizagdo. Durante todo o processo, as células
migram frequentemente como grupos. Os muitos fatores que
influenciam a cicatrizaco incluem citocinas, fatores de crescimento,
metaloproteinases, proteinas da MEC, e a aplicagdo exdgena de alguns
destes fatores tem sido demonstrada ser benéfica ao processo de cura
(Matsuura et al., 2007; Fong, 2010).

O minucioso processo de reparo tecidual ocorre para que seja
retomada a estrutura anatdbmica e funcional da pele depois de submetida
a uma ferida. As fases do reparo devem acontecer de maneira eficaz e
ordenada (Eming et al., 2007), a fim de evitar complica¢cbes como, por
exemplo, a producdo exacerbada de colageno que leva a formagdo de
cicatriz hipertréfica (Moraes, 2013).

A Figura 2 apresenta as fases da cicatrizacdo de feridas, de modo
gue contemple todos os eventos importantes, relacionando os dias ap6s
o ferimento e a resposta maxima corresponde a etapa determinada.
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Figura 2 — Descricao dos eventos e etapas do processo cicatricial.
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Fonte: adaptada de Gurtner e colaboradores (2008).

Ao ser submetido a uma lesdo na pele, o organismo responde com
a inflamacéo (Pereira e Bértolo, 2014). Ocorrendo a ruptura de vasos
sanguineos, hd um extravasamento de sangue (ou apenas de plasma) as
areas proximas, o que impede maior perda sanguinea (Moraes, 2013).
Imediatamente, ocorre a contragdo dos vasos lesados (vasoconstri¢ao), o
gue leva a uma aderéncia e agregacao das plaquetas no local lesionado,
ativando a cascata de coagulacdo. A formacdo do coagulo tem por
objetivo limitar a perda sanguinea e fornecer uma matriz preliminar que
serd a base para o posterior reparo do tecido (Campos; Borges-Branco;
Groth, 2007). Com a ativacdo de macréfagos na ferida e a sintese de
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fatores de crescimento especificos, a MEC comeca a ser substituida por
um tecido conjuntivo mais forte e mais elastico (Paul, 2011).

Na ferida em processo de cura, os fibroblastos sdo recrutados das
margens da ferida e induzidos a sintetizar o coldgeno, num processo
chamado de fibroplasia (Paul, 2011). Ocorre uma neovascularizacéo
concorrentemente a fibroplasia, de modo que os novos capilares brotam
dos tecidos viaveis na borda da ferida, migrando até esta regido. A
contracdo da ferida faz com que suas margens se aproximem e a
reepitelizacdo comeca a cobrir a superficie tecidual (Campos; Borges-
Branco; Groth, 2007). O tecido de granulagdo € um leito denso de
macréfagos, fibroblastos e vasos neoformados, suportados pela matriz
de fibronectina e colageno.

O tecido de granulacdo comeca a ser formado por volta do 4° dia
apos a lesdo e, nesta etapa, 0s novos fibroblastos acumulados misturam-
se a neoformacges de capilares, dando inicio ao tecido granular (Pereira
e Bartolo, 2014). A MEC, formada por plaquetas, macréfagos,
constituintes plasmaticos e fibroblastos, proporciona um meio para a
aderéncia, migragdo e orientacdo celular, formadores do tecido de
granulagdo em desenvolvimento. Quando observadas a olho nu, as
superficies da ferida parecem conter muitos granulos vermelhos que, na
verdade, sdo as extremidades das alcas dos novos capilares, que
avancam perpendicularmente em relacdo a superficie. Tipicamente, o0
tecido tem uma cor vermelho-escura e sangra com facilidade (Campos;
Borges-Branco; Groth, 2007).

Com o crescimento dos fibroblastos a partir das margens da
ferida, ocorre simultaneamente a angiogénese, mediada principalmente
pelos macréfagos. As células endoteliais no interior dos capilares
intactos nas margens migram na direcdo da ferida, utilizando como
substrato a MEC ali presente, diferenciando-se para formar novos tubos
capilares (Campos; Borges-Branco; Groth, 2007; Isaac, et al., 2012a).

A remodelagem da cicatriz envolve a continua producdo,
digestdo, agregacdo e orientacdo das fibras coldgenas. E mantido um
equilibrio entre a sintese e a degradagdo de colageno realizada pela
enzima colagenase, para que ndo ocorra fibrose. A principio, o depoésito
de colageno acontece de forma desordenada, deixando a cicatriz pouco
resistente a tracio. A medida que ocorre a remodelagem, as fibras ficam
orientadas paralelamente as forcas aplicadas sobre a cicatriz. A
caracteristica mais relevante da remodelagem é a deposi¢do de colageno
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de forma organizada, considerada a mais importante clinicamente
(Campos; Borges-Branco; Groth, 2007; Ferreira e Paula, 2013).

O colégeno produzido inicialmente é mais fino do que o presente
na pele normal, e tem orientacdo paralela a pele. Com o tempo, 0
colageno inicial (tipo I11) é reabsorvido e um coldgeno mais espesso
(tipo 1) é produzido e organizado ao longo das linhas de tenséo. Estas
mudancas aumentam a resisténcia mecanica da ferida. A reorganizacao
da nova matriz é um processo importante, quando os fibroblastos e o0s
leucocitos secretam colagenase promotora da lise da matriz antiga. Esta
etapa, em equilibrio com a sintese da nova matriz, promove a
cicatrizacdo completa e obtida com sucesso (Chithra; Sajithlal;
Chandrakasan, 1998; Gomathi et al., 2003).

A cura da ferida tem por final a fase de maturacdo e a
remodelagem da MEC (Paul, 2011). E durante essa fase que a cicatriz
adquire a sua maxima resisténcia fisioldgica, mas esse processo é
consideravelmente lento, variando de meses até anos. Ainda assim, uma
cicatriz cutanea madura tem apenas 70% da resisténcia mecanica da pele
normal. Esta resisténcia se deve ao acumulo de colageno e, com menor
influéncia, mas ndo menos importante, a remodelagem das fibras
colagenas, de modo que sejam formados feixes maiores dessas
proteinas, com maior nimero de ligacdes covalentes transversais entre
as fibrilas (Reis, 2008).

Para que ocorra a cura de uma ferida, existe uma complexa
interacdo de células, fatores de crescimento, componentes da MEC e
oxigénio, existindo, entre esses componentes, relacBes dindmicas e
frequentemente reciprocas (Gopinath et al., 2004). Qualquer debilidade
em algum desses componentes é determinante para um processo de
formacao cicatricial deficiente (Wang et al., 2012).

3.2.2  Ensaio de migracéo celular

O ensaio de migracéo celular, também conhecido como ensaio de
fechamento de ferida ou scratch é bastante utilizado para testes in vitro,
por ser simples e econdmico. Este método é baseado na observagdo de
gue, apo6s a criacdo de uma fenda em uma monocamada de células
confluentes, estas se moverdo ao local vazio, até que o contato célula-
célula seja estabelecido novamente. Os passos envolvem: a criacdo de
uma fenda em monocamada celular, a captura das imagens no inicio
(tempo zero) e apds 24 e 48 h, como também a comparacao das imagens
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para determinar a taxa de migracdo celular. Uma vantagem deste
método é que ele mimetiza a migragdo celular in vivo (Liang; Park;
Guan, 2007).

O ensaio de fechamento de ferida tem sido utilizado ha décadas
para estudar as principais vias de transducdo de sinalizacdo na
cicatrizacdo e examinar os diversos mecanismos responsaveis pelo
movimento das camadas celulares. A configuracdo mais comumente
utilizada é realizada por desnudar uma &rea de uma camada celular
confluente por meio de uma pequena ferramenta (por exemplo, ponta de
pipeta). O método é simples, mas pode resultar em riscos que variam
significativamente entre os experimentos. Porém, o método é apropriado
ao estudo de interacdes entre a célula e o material (Fong, 2010).

Tochio e colaboradores (2010) citam que a migra¢do dos
gueratindcitos é um dos mais importantes fendmenos que ocorre durante
0 processo cicatricial da epiderme, e ha uma grande quantidade de
estudos in vivo e in vitro sobre o seu mecanismo. Além disso, a
migracdo dos queratindcitos é regulada por varios fatores de
crescimento, tais como o fator de crescimento placentario (PGF) e o
fator de crescimento epidérmico (EGF), que afetam a proliferacdo, a
diferenciacéo, e a adesdo de queratindcitos. No entanto, 0 mecanismo de
migracdo de queratindcitos ainda permanece incerto.

3.3 ENGENHARIA TECIDUAL E BIOMATERIAIS

A engenharia tecidual se refere a um “campo interdisciplinar
emergente que retne os principios das ciéncias da vida e da medicina
com as da engenharia, oferecendo nova perspectiva no tratamento de
reparacdo, manutengdo ou construcéo de 6rgdos danificados ou doentes”
(George; Onodera; Miyata, 2008; Oliveira et al., 2012).

O desenvolvimento da area de engenharia de tecidos, visando a
cura e regeneragdo dos tecidos bioldgicos e a producdo de tecidos
artificiais necessita diretamente da producdo de novos materiais. Estes
devem possuir alta biocompatibilidade e as técnicas de cultivo e andlise
de células nas estruturas tridimensionais (3D) complexas que formam os
tecidos devem ser aprimoradas (Fu et al., 2012).

A definicdo de biomateriais vem sofrendo mudancas em funcao
do avanco das pesquisas na area. A definicdo adotada na Cocensus
Conference of the European Society for Biomaterials caracteriza um
biomaterial como todo material ndo vivo usado em dispositivo médico,
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ou biomédico, objetivando interagdo com o sistema biolégico (Williams,
1987). Em consonancia com essa consideracdo, em seu artigo de revisao
mais recente, Williams (2009) sugere uma definicdo mais refinada que é
apresentada como: "Um biomaterial € uma substancia desenvolvida em
uma forma definida que, sozinha ou como parte de um sistema
complexo, é usada para direcionar o curso de qualquer procedimento
terapéutico ou de diagndstico, através do controle das interacdes com 0s
componentes vivos, em seres humanos ou na medicina veterindria”.
Desta forma, sdo considerados como biomateriais todos os materiais de
origem natural ou sintética que interagem em contato com tecidos vivos,
a fim de direcionar, complementar ou substituir as fungdes dos
organismos vivas, minimizando os efeitos indesejaveis ou rejeicdo. Para
isso, a natureza do material é critica para criar as condi¢des desejadas
para a formacéo tecidual (Bet et al., 2003).

Para que novos biomateriais possam ser aplicados com sucesso na
engenharia de tecidos, hd a necessidade fundamental do estudo das
interacdes entre as células e estes materiais, para que haja seguranga e
eficiéncia no uso dos mesmos (Oliveira, 2009).

As células sdo as unidades-chave para a regeneracdo e a
reparacao tecidual, uma vez que elas possuem a extensa proliferagéo e a
capacidade de multiplicacdo, a sinalizacdo célula-célula, a producdo de
biomoléculas e a formacdo da MEC. Além disto, quando cultivadas em
uma matriz 3D semelhante aos 6rgaos e tecidos (in vitro), comportam-se
similarmente quando in vivo (George et al., 2008).

As caracteristicas de superficie tém um papel vital no
desempenho in vivo de biomateriais. Os materiais poliméricos nem
sempre possuem a bioatividade (propriedade inerente dos materiais de
participarem em reacBGes biologicas especificas) necessaria para
promover uma interacdo celular adequada, objetivando os métodos na
melhoria necesséria da biocompatibilidade. O controle da adeséo celular
sobre o substrato polimérico, no que tange a capacidade de orientar a
proliferagdo, a migracdo e a diferenciacéo, é altamente desejavel e um
ponto central no desenvolvimento de scaffolds na engenharia tecidual
(Pértile et al., 2010 apud Lucchesi et al., 2008).

Um scaffold pode ser produzido a partir de materiais naturais e
sintéticos com arquitetura e tamanhos de poros variados. Os scaffolds
sdo destinados a fornecer: 1) suporte mecanico a substituicdo e/ou
regeneracdo tecidual; 1) ambiente favoravel a migracdo, integracéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular e ao efeito terapéutico desejado; e
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Il) construcdo permeavel que permita a transferéncia eficiente de
nutrientes e residuos. Observa-se que quando a estrutura do scaffold é
produzida em nanoescala, a ligacdo celular, a proliferacdo e a expressao
de componentes da MEC é aumentada; além de apresentar maior area de
superficie a adsor¢do proteica e mais sitios de ligagdo aos receptores de
membrana celular (Backdahl et al., 2008; Guo; Glavas; Albertsson,
2013; Hayashi et al., 2012; Jithendra et al., 2013; Keira et al., 2004).

Apesar de muitos avancos na engenharia tecidual, os cientistas
ainda enfrentam desafios significativos na melhoria da qualidade de vida
das pessoas. Os tratamentos terapéuticos convencionais direcionados a
reconstrucdo de tecidos e/ou 6rgdos lesados tém algumas limitacoes,
como as limitagdes dos doadores e as rejeicOes de enxerto. Para atender
a todos os requisitos necessarios ao sucesso destas abordagens, a escolha
do polimero, o design das matrizes e o conhecimento dos fatores que
afetam as interacdes das células com os tecidos deve ser investigado
(Faleiro et al., 2009; Martins, 2010).

Muitos trabalhos de pesquisa sobre as propriedades de materiais
recentemente desenvolvidos se baseiam nas misturas de polimeros
naturais e sintéticos, os quais sdo passiveis de imitar adequadamente o
tecido humano devido as suas propriedades biolégicas, mecanicas e
guimicas. Estas misturas tem o potencial de serem transformadas em
membranas de didlise, curativos, pele artificial e dispositivos
implantaveis para a administracdo de compostos bioativos. Hidrogéis ou
polimeros com elevado teor de agua (> 99%) formam outra classe
importante de biomateriais que tem sido extensivamente estudada
devido a sua natureza 3D, biocompatibilidade e versatilidade no
processamento  (Sionkowska; Skopinska-Wisniewska; Wisniewski,
2011; Heck, 2012).

3.3.1 Tipos de Biomateriais

Os hidrogéis séo desenvolvidos ndo apenas para interagir com o
corpo em ambiente clinico e promover a cicatrizacdo natural, mas
também para sondar as interagdes intercelulares. Estes evoluiram a partir
de implantes estaticos e dispositivos para entrega de drogas e
plataformas de cultura celular (Kirschner e Anseth, 2013).

Os hidrogéis sdo redes poliméricas reticuladas contendo grupos
hidrofilicos que interagem com a agua, com uso relatado desde os anos
1960 e muito antes dos conceitos de engenharia tecidual serem
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consolidados (Estcourt; Ramshaw; Ramsay, 1998). Estas aplicacGes
iniciais dizem respeito ao encapsulamento celular, a cura e a protecao de
feridas contra agentes externos, devido a permeabilidade ao oxigénio e
ao elevado teor de agua.

Os hidrogéis utilizados em aplicacdes regenerativas podem ser
baseados em polimeros derivados naturalmente (amido, alginato,
colageno, quitosana, acido hialurénico e celulose) ou sinteticamente
(poli-acido lactico,poli-acido glicolicoe policaprolactona). Os hidrogéis
naturais sdo geralmente considerados como tendo produtos de
biodegradacdo favoraveis em comparagcdo aos sintéticos, ja que os
produtos de degradacdo sdo tipicamente aminoacidos ou sacarideos, por
serem derivados de mamiferos, crustaceos, plantas e bactérias. A
diversidade e a flexibilidade de hidrogéis naturais e sintéticos torna
impossivel considerar cada tipo, o que vem impulsionando a associagdo
entre 0s mesmos (Kim e Evans, 2012).

Como alguns requisitos principais, o hidrogel aplicavel em
cicatrizacdo de feridas tem de ser: permeével ao oxigénio para evitar
necrose do tecido recém-formado e do restante; capaz de reter a
umidade no local da lesdo para promover a cura; compativel com
agentes terapéuticos, incluindo agentes antimicrobianos, esteroides e
fatores de crescimento; ndo apresentar citotoxicidade; capaz de
estimular a resposta celular, com a formagdo de cicatriz subsequente
(Estcourt; Ramshaw; Ramsay, 1998; Liu et al., 2013).

Os polimeros derivados naturalmente oferecem propriedades
interessantes de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Uma das
vantagens destes é o0 reconhecimento bioldgico que pode apoiar
positivamente a adesdo e a funcdo celular. No entanto, muitos possuem
propriedades mecénicas pobres e sdo limitados quanto ao fornecimento,
0 que aumenta o custo do biomaterial (Okamoto e John, 2013).

Os polimeros naturais tém atraido muita atencdo devido aos
efeitos da poluicdo ambiental de polimeros sintéticos e 0s recursos
petroliferos limitados (Shoda e Sugano, 2005). Devido a sua excelente
biocompatibilidade, estes materiais tém sido amplamente usados em
aplicacdes biomédicas, incluindo suturas cirdrgicas, dispositivos de
fixacdo Ossea, enxertos vasculares, pele artificial, sistemas de
distribuicdo de drogas, sistemas de entrega de genes, aplicagdes de
diagndstico e de engenharia de tecidos.

Os polimeros sdo escolhidos com base nas suas propriedades
intrinsecas, tais como as propriedades mecéanicas e térmicas, a interagéo
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guimica com o solvente e as suas propriedades bioldgicas adequadas as
aplicacdes. O colageno é conhecido por ser o material natural mais
promissor e tem encontrado varias aplicagcbes em engenharia tecidual,
devido as suas excelentes biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Todavia, 0 aumento da biodegradacdo e a baixa resisténcia mecanica
limitam a utilizacdo deste material. A mistura com outro polimero
natural é um método eficaz a fim de modificar a velocidade de
biodegradacdo e otimizar as propriedades mecanicas (Jithendra et al.,
2013; Balan e Verestiuc, 2014).

Conforme definicdo da Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a maioria dos materiais de uso em salde sdo enquadrados
como biomateriais, tais como: proteses, lentes de contato, implantes,
stents, cateteres, tubos de circulagdo extracorpérea e scaffolds
empregados na engenharia tecidual. Os biomateriais podem ser
selecionados entre o grupo dos metais, das ceramicas e dos polimeros,
buscando-se os que possuam estrutura fisica semelhante a dos tecidos.
Foi criado um quarto grupo de biomateriais, 0s compdsitos, que consiste
na associacdo de dois ou mais componentes com o objetivo de melhorar
as caracteristicas fisico-quimicas destes, para que ocorra uma melhor
interacdo com os tecidos (Queiroz, 2012; Miao e Hamad, 2013).

3.4 NANOCELULOSE

A nanocelulose (NC) (Figura 3), rede 3D de nanofibras também
conhecida como celulose bacteriana (CB), € um polissacarideo
extracelular produzido por diversas bactérias dos géneros Agrobacter,
Komagataibacter, Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, entre outros,
sob forma de um hidrogel. Geralmente, a celulose é produzida em meio
estatico na forma de uma membrana gelatinosa na interface entre o ar e
0 meio. Todavia, algumas linhagens tém mostrado a capacidade de
produzir estruturas de celulose na forma de esferas e cocoons, quando
em cultura agitada (Hu; Catchmark; Vogler, 2013; Recouvreux et al.,
2011;Velmurugan; Rao; Nair, 2013).
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Figura 3 — Membrana de nanocelulose.

Composta por unidades de glicose unidas por ligacdes B(1—4)
glicosidicas, a NC apresenta alta pureza e transparéncia, assim como boa
permeabilidade, resisténcia a degradacdo e biocompatibilidade. Em
virtude da sua peculiar estrutura, representa um suporte macromolecular
adequado a incorporacédo de farmacos e outras substancias e a orientacao
de células (Petersen e Gatenholm, 2011).

A NC tem o potencial de ser usada como um biomaterial
comercial pela sua moldabilidade in situ, bem como pela sua producao
relativamente eficiente em termos de custo. Além disto, a NC pode ser
esterilizada com seguranga, sem qualquer alteragcdo da sua estrutura e
propriedades (Wu et al., 2014). Devido as suas singulares propriedades,
a NC desperta grande interesse tanto comercialmente quanto
cientificamente em varias areas, mas principalmente na area biomédica
(Almeida et al., 2014; Hong et al., 2006; Moraes, 2013).

Comparada a das plantas, a celulose sintetizada por
microrganismos apresenta algumas vantagens, como: a independéncia
de condicdes regionais e climéticas; o controle da taxa de crescimento
dos microrganismos, a fim de produzir a quantidade desejada em tempo
determinado; a possibilidade de modificacdo genética que acentue certas
caracteristicas; e a economia na energia utilizada para a purificagdo,
uma vez que ndo contém lignina e outros contaminantes (Pértile et al.,
2010; Shi et al., 2014).

Devido & funcionalizacdo da NC com materiais inorganicos ou
poliméricos, esta é considerada como um biomaterial ambientalmente
correto e atraente no desenvolvimento de produtos de alto valor
agregado que propiciam performances promissoras. Estes materiais
podem otimizar as propriedades antibacterianas, Oticas, elétricas e
magnéticas, bem como a atividade catalitica e biomédica (Hu et al.,
2014). A biocompatibilidade da NC e seus derivados estd bem
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estabelecida. A boa correspondéncia das suas propriedades mecénicas
com as de tecidos moles e duros tem sido demonstrada. Modelos de
celulose fibrosos séo candidatos atrativos ao uso como estruturas de
suporte ou para a realizacdo de cultura celular e para a engenharia de
reparacdo tecidual (Muller et al., 2006).

A NC tem sido sugerida como um material com funcdes de
scaffold na engenharia tecidual porque: 1) suporta o crescimento e a
aderéncia celular; 2) tem resisténcia mecanica e estabilidade suficientes
para manter sua estrutura durante o cultivo celular; 3) os poros
interligados permitem a difusdo; 4) ndo € degradada por células animais
e 5) apresenta alta biocompatibilidade (Faleiro et al., 2009; Huanget al.,
2014).

A investigacdo sobre a biocompatibilidade da NC é realizada por
meio de testes clinicos, testes em animais e cultura celular. Alguns
estudos com seres humanos demonstram que as membranas de NC nao
causam quaisquer reagdes cutaneas. Usando queratinécitos humanos na
determinacdo da interacdo direta da celulose com as células ndo foram
observados efeitos citotoxicos (Klemm et al., 2006).

Diversas aplicacfes da NC na area biomédica tém sido relatadas,
como: pele artificial em humanos com queimaduras extensivas; vasos
sanguineos artificiais para microcirurgias; scaffolds para engenharia
tecidual de cartilagem e curativos (Shi et al., 2014).

No que tange & cicatrizacao de feridas, a NC é capaz de criar e
manter um ambiente imido na ferida; fornecer cobertura facil da ferida,
devido a semitransparéncia; permitir a introducéo ou a transferéncia de
farmacos na ferida; absorver o exsudato durante a fase inflamatéria;
apresentar elevada resisténcia mecanica, elasticidade e moldabilidade; e
permitir a cicatrizacdo rapida e indolor. A empresa brasileira
Biofill®(Curitiba, PR) investiga as propriedades da NC na cicatrizacao,
e desenvolveu os produtos, Bioprocess e Gengiflex, como curativos para
feridas extensas (Wei; Yan’\%, Hong, 2011). Uma preparagdo de celulose
bacteriana, Prima Cel™, produzida pela Xylos Corporation
(Pensilvania, EUA), foi aplicada em ensaios clinicos na cicatrizagdo de
Ulceras e feridas (Chawla et al., 2009; Wang; Zhu; Du, 2011).

A arquitetura nanofibrilar da NC apresenta certas semelhancas
com os componentes da MEC, principalmente o colageno. Ambos séo
muitas vezes as estruturas de suporte mecanico primarias para seus
respectivos tecidos de origem. As fibras de colageno e celulose séo
semelhantes em tamanho e sdo montadas a partir de moléculas
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precursoras extracelularmente em cadeias poliméricas. Em aplicacdes
biomédicas, a NC estd sendo investigada para usos similares aos de
colageno, tais como matrizes celulares (Backdahl et al., 2008; Wang;
Zhu; Du, 2011).

O estudo clinico de Muangman e colaboradores (2011) foi
baseado na utilizagdo de membranas de celulose em um caso de
gueimadura superficial. Foi relatado que a membrana adere bem a ferida
e ndo sdo necessarias ataduras ou bandagens. Além disto, durante o
tratamento, o paciente ndo apresentou qualquer reacdo alérgica e ndo foi
apresentada nenhuma evidéncia de presenca bacteriana na ferida.

Osman e colaboradores (2007) utilizaram membrana de celulose
aplicada como cobertura em 133 pacientes com queimaduras de segundo
grau. Concluiram que, pelas suas caracteristicas, a membrana foi eficaz
para recobrir lesbes de pele de pouca profundidade em regides com
pouca mobilidade; foi de facil aplicacdo e permitiu o reconhecimento de
hematomas efou infeccbes por ser uma pelicula semitransparente;
reduziu em 30% o custo do tratamento e favoreceu o retorno precoce do
paciente as suas atividades. Outros pacientes foram tratados em regime
ambulatorial e os resultados mostraram que a celulose foi efetiva na
protecdo da ferida do meio externo, diminuicdo da perda de agua e
eletrélitos e prevencéo de infeccdo. Aplicada sobre a ferida, a membrana
adere totalmente a lesdo em 48 horas, funcionando como substituta
temporaria da pele. O material possui pequenos poros, suficientes para
impedir a entrada bacteriana, mas grandes para que o tecido respire,
filtrando totalmente os raios ultravioleta. E, tal qual a pele, tem
permeabilidade minima para liquidos, evitando o processo de
desidratacdo e perda de sais minerais comuns nos queimados. A
cobertura ndo precisa ser trocada, 0 que, no caso de queimaduras graves
€ vantajoso, porgue a troca retira parte do tecido recém-formado, em um
procedimento doloroso, que geralmente exige anestesia geral. A
membrana de celulose protege o tecido enquanto 0 organismo renova a
pele. Quando a cicatrizacdo € concluida, a membrana resseca e cai
naturalmente.

35  COLAGENO
Atualmente, sdo conhecidos 29 tipos de colageno, os quais se

diferenciam na composi¢do de aminodcidos, nos dominios de cada
molécula e nos diferentes arranjos estruturais. O mais comumente
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encontrado e conhecido quimica e estruturalmente é o do tipo I, o qual é
formado por duas cadeias idénticas chamadas al e uma cadeia diferente
a2. O aumento da temperatura resulta em alteracbes estruturais do
colageno, acarretando mudancas nas propriedades fisicas. Isto porque, a
partir de certa temperatura ocorre a destruicdo da estrutura 3D da tripla
hélice do tropocolageno (unidade monomérica colagena), provocando a
sua desnaturacdo e produzindo uma estrutura desorganizada, a gelatina.
Para o colageno tipo |, a formacéo de fibras ocorre em pH 7, sendo este
0 pH onde se tem a méaxima interacao eletrostatica entre as moléculas de
tropocolageno, fazendo com que a resultante de cargas na molécula seja
zero (colageno nativo) (Pedroso, 2009).

O colageno é unico em seus diferentes niveis de ordem estrutural:
primério, secundario, terciario e quaternario (Figura 4). In vivo, as
moléculas de colageno formam fibras com uma orientagdo interna e
estrutural especifica e reforcado por dois tipos de reticulacdo covalente
(intramolecular e intermolecular). A reticulagdo intermolecular é
essencial a formacéo de fibras poliméricas e, consequentemente, para a
sua estabilidade mecénica e outras caracteristicas fisicas. Os
biomateriais produzidos a partir de coldgeno oferecem varias vantagens:
eles sdo biocompativeis e atdxicos e tém bem documentadas as
propriedades imunoldgicas, bioldgicas, quimicas, fisicas e estruturais.
Além disto, pode ser degradado em compostos fisiologicamente
toleraveis ao corpo humano (Ruszczak, 2003; Khan et al., 2009).

Figura 4 — Estrutura do colageno.

Fonte: adaptada de Nelson e Cox (2000).

O colageno é composto por trés cadeias polipeptidicas com tripla
hélice de tamanho similar. Cada cadeia contém cerca de 1000 residuos
de amino&cidos de tamanho e tem um comprimento médio de 300 nm e
didmetro de 1,4 nm. O colageno tem uma sequéncia primaria repetitiva,
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das quais cada terceiro residuo é glicina (Gli). A sequéncia da cadeia
polipeptidica pode ser descrita como Gli-XY, em que X e Y sdo,
geralmente, prolina e hidroxiprolina formando uma super-hélice
esquerda com as outras duas cadeias (Sionkowska; Skopinska-
Wisniewska; Wisnhiewski, et al., 2009; Aberoumand, 2012).

Nas décadas de 1970 e 1980, a expansdo da aplicacdo médica de
biomateriais e a pesquisa do tecido conjuntivo desafiava e orientava os
cientistas a focar os estudos no colageno, ao passo que a tecnologia e os
processos de obtencdo do mesmo eram facilitados e aperfeigoados, com
novos produtos a base de colageno surgindo no mercado (Friess, 1998).

O colageno é um polimero natural amplamente utilizado em
aplicacdes médicas, pois é encontrado naturalmente em todo o corpo,
proporcionando biocompatibilidade inerente. Além disto, este material é
versatil e pode ser fabricado em matriz porosa, filme de dupla camada,
microesfera e hidrogel, incluindo a funcéo de entrega de drogas e células
a fim de regenerar tecidos. Especificamente, o colageno é responsavel
por cerca de 30% das proteinas totais dos corpos dos vertebrados. Em
tecidos conjuntivos, como ligamentos e tendBGes, mais de 90% das
proteinas extracelulares consistem de colageno. Os principais beneficios
e vantagens deste incluem a sua disponibilidade, acessibilidade e custo-
beneficio, além de proporcionar biocompatibilidade por meio da ligacdo
e crescimento celular. Recentemente, scaffolds constituidos de colageno
associado a outros polimeros naturais foram produzidos como um
biomaterial bioativo aprimorado (Chung; Jakus; Shah, 2013).

Na area da engenharia tecidual, os substitutos de pele sdo capazes
de gerar uma maior expansao da area superficial da pele do doador do
gue pelos métodos convencionais. O colageno é comumente usado como
scaffold devido as suas muitas propriedades vantajosas, incluindo baixa
antigenicidade e aumento da adesdo, proliferacdo e funcdo celular,
criando um ambiente extracelular natural importante & comunicacao
celular e formagao de camada (Zhijiang e Guang, 2011).

Sendo um biomaterial importante com aplica¢6es difundidas em
diversas areas, destaca-se 0 uso de coldgeno como sutura cirlrgica,
cosmético e na cicatrizacdo. Este apresenta caracteristicas desejaveis
para aplicacbes como nutriente essencial bioldgico, inocuidade a salde
humana e capacidade de retencdo de &gua. Comparado a gelatina, o
colageno tem menor peso molecular e uma melhor absorcdo e
biodegradabilidade (Shoda e Sugano, 2005).
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Souza (2013) relatou que as membranas de coldgeno podem
sofrer agBes enzimaticas decorrente da presenca de proteases, fazendo
com que seja rapidamente reabsorvidas pelo organismo. Estas
membranas tém sido empregadas a fim de melhorar o reparo cicatricial
de danos mecéanicos e quimicos da derme, com ampla utilizagdo no
campo médico e farmacoldgico, haja vista a promogdo da maturacéo da
ferida pelo fornecimento de um suporte para uma transicdo mais rapida
a producao do coladgeno maduro e seu alinhamento.

Infelizmente, as propriedades mecanicas pobres e as taxas de
degradacdo rapida de scaffolds de colageno podem causar instabilidade
do enxerto e manuseio dificil. Além do seu comportamento mecanico
desfavoravel, estes materiais tém heterogeneidade inerente devido a
variabilidade na origem e nas condi¢des de processamento, 0 que torna o
controle de qualidade de tais scaffolds problemético. As altas taxas de
degradacdo e as propriedades mecanicas deficientes de coldgeno muitas
vezes ndo atendem as exigéncias de aplicagdes especificas e, com isto,
limitam o uso de scaffolds a base de colageno (Powell e Boyce, 2006).

Os biomateriais a base de colageno podem se originar de duas
técnicas fundamentais: quando uma matriz colagena é descelularizada e
preserva a forma do tecido original e a estrutura da MEC, que nao
garante um material totalmente livre de remanescentes celulares; ou
guando ocorre uma extracdo colagena a partir de tecidos bioldgicos,
utilizando a solubilizagdo por 4&cidos, por enzimas ou por sais
neutros(Vulcani, 2004). As proteinas provenientes de fontes animais
devem ser purificadas para garantir a sua seguranca em aplicacGes
biomédicas (Santos et al., 2013).

A literatura sobre os métodos de extracdo (acida, enzimética ou
por sais neutros) e sua influéncia sobre o rendimento e a qualidade do
colageno extraido séo limitadas, j& que os autores apenas comparam 0s
valores obtidos ao final. A precipitacdo seletiva de sal assegura a
recuperacdo dos tipos de colageno individuais que podem estar
presentes em extratos de varios tecidos. As moléculas de colageno do
tipo | exibem precipitabilidade seletiva de véarios solventes. Segundo
Friess (1998), a extracdo acida é mais eficaz que a por adicdo de sal,
porém, a unido dos dois métodos proporciona maior rendimento final.
Isto é possivel pela capacidade do sal neutro de solubilizar e remover
outras proteinas e polissacarideos. A desvantagem é a necessidade de
realizacdo de uma dialise eficiente ao fim do processo.
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O colageno é insolivel em solventes orgénicos. Os solventes
mais utilizados sdo o acido acético diluido ou solugdo salina neutra
(NaCl). O acido acético € utilizado para extrair moléculas de colédgeno
reticuladas presentes na pele do animal. O material extraido é purificado
por precipitacdo, centrifugacdo e dialise. Os métodos utilizados para o
isolamento de colageno a partir de peles de bovinos ndo sdo
suficientemente eficazes para o isolamento a partir de peles de anfibios e
peixes (Aberoumand, 2012).

Skierka e Sadowska (2007) estudaram a influéncia de diferentes
acidos e pepsina na extracdo de coldgeno pisceo e concluiram que o
acido acético é um dos melhores solventes, principalmente na
concentracdo de 0,5 M. Cheng e colaboradores (2009) confirmaram
estas conclusfes para a extracao de colageno de galinhas. A solubilidade
de colageno em 4acido acético pode afetar a extragdo. A concentracdo do
4cido acético pode alterar o valor de pH da extragio em massa. E bem
conhecido que o valor do pH pode regular a densidade de carga da
proteina que modifica a interagdo eletrostitica e a estrutura das
proteinas. Um rendimento relativamente mais elevado foi obtido perto
da concentracdo de 0,5 M no estudo de Wang e colaboradores (2008).

O estudo de Oliveira, Soares e Rocha (2010) relata o caso clinico
de um paciente diabético e hipertenso, portador de ferida isquémica,
tratado com cobertura ndo convencional, a base de Aloe vera e colageno.
A coleta de dados foi efetuada através de exame fisico do paciente,
utilizando-se um instrumento com dados relativos as condi¢es do
paciente e da lesdo, bem como através do registro fotografico da mesma.
Os curativos foram realizados diariamente e, ao final de dez semanas,
observou-se a total cicatrizagdo. N&o foram observados desconfortos ou
complicagdes decorrentes do uso do produto, concluindo-se que o
mesmo apresentou eficacia terapéutica para este caso em particular.

Nozaki e colaboradores (2012) avaliaram a citotoxicidade de
membranas de coldgeno visando a aplicacdo como biomaterial. Ma e
colaboradores (2003) produziram scaffolds porosos para engenharia
tecidual por meio da liofilizacdo da mistura de solugGes de colageno e
quitosana. A observacdo pela microscopia confocal confirmou a
distribuicdo uniforme destes dois materiais constituintes do scaffold.

Lesiak-Cyganowska e colaboradores (2006) demonstraram que
guando sdo semeados fibroblastos e queratindcitos em colageno
xenogénico, obtém-se um produto similar a pele humana, ou seja, as
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células (7-10 dias de cultura) comecaram a criar membranas basais, as
quais foram confirmadas por testes imunocitoldgicos.

O estudo de lIsaac e colaboradores (2011) teve como objetivo
avaliar e quantificar o potencial papel dos queratindcitos na contragdo da
ferida, utilizando um modelo in vitro e um modelo pré-definido de
contragdo de gel de colageno povoado com fibroblastos.

O objetivo do estudo de Isaac e colaboradores (2012b) foi avaliar
0 comportamento histolégico de queratindcitos e fibroblastos humanos
cultivados sobre uma matriz de coldgeno porcino derivada da
submucosa intestinal, usada como matriz de sustentacdo dessas células.
Foi observado que os fibroblastos, quando semeados sobre a matriz,
migraram para 0 seu interior, povoando a rede de colageno e os
queratindcitos, quando semeados sobre a matriz de colageno,
organizaram-se em camada estratificada. A analise histologica foi
realizada com hematoxilina-eosina e Sirius red.

3.5.1 Produtos comerciais a base de colageno

Nesta secdo, apresenta-se a Tabela 1 com alguns produtos
baseados em colagenos de origens distintas, visando a utilizacdo na
cicatrizacdo de feridas, comercialmente disponiveis na atualidade. Estes
dados séo relevantes para a importancia do desenvolvimento de novos
produtos, que possuam caracteristicas iguais ou superiores as ja
existentes, ambientalmente correto e de baixo custo.

Tabela 1-Resumo dos produtos baseados em colageno disponiveis no
mercado atual.

AlloDerm™ Matriz tecidual acelular, que otimiza os resultados
(Nova Jérsei, para os procedimentos de reparo de tecidos moles,
Estados Unidos) incluindo correcdo de hérnia e reconstrucdo
mamaria pés-mastectomia.

AlloPatch™ Derivado da pele de aloenxertos humanos,
(Nova Jérsei, processado para preservar e manter as propriedades
Estados Unidos) naturais do tecido dérmico. Possui as propriedades
desejadas a utilizagdo como suporte bioldgico.

Apligraf Composto de colageno bovino, queratindcitos e
(Massachusetts, fibroblastos humanos vivos. Estas células sdo
Estados Unidos) | derivadas de preplUcio neonatal humano, que
permitem que as proteinas e os fatores de
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crescimento continuem a ser produzidos.

Biobrane®
(Sugarland,
Estados Unidos)

Membrana de coladgeno porcino quimicamente
ligada a nylon/silicone, usada no tratamento de
necrose epidérmica toxica. Curativo temporario,
que diminui a contracdo de feridas e melhora a
troca de fluido.

CollatampFacie®
(Herisau, Suica)

Membrana de colageno bovino tipo | (tenddo de
Aquiles), associada a um equivalente epidérmico
temporario.

Covidien
Collagen Repair
Patch™ (Dublin,
Irlanda)

Implante biolégico acelular composto de colageno
e elastina, derivado da derme porcina. Resistente a
degradacdo por colagenase. E um implante
bioldgico forte e duravel, colonizado por células de
tecido do hospedeiro e vasos sanguineos.

Dermagraft®
(Séo Petersburgo,
Estados Unidos)

Tela dérmica metabolicamente ativa, contém
proteinas da MEC, glicosaminoglicanos e fatores
de crescimento.

Duoderm® (Nova
Jérsei, Estados
Unidos)

Membrana impermeavel com camada profunda de
particulas hidroativas agregadas em polimero
inerte. Funciona como uma cobertura hidroativa.

Dura-Guard®
(Saint Paul,
Minnesota,
Estados Unidos)

Preparado a partir de pericardio bovino e
reticulado. Indicado para reparo dural de cranio e
de coluna, ressec¢do do tumor, trauma, doengas
cerebrovasculares,distrbios congénitos.

Durepair
(California,
Estados Unidos)

Composto de colagenos de tecido fetal bovino, é
utilizado na reparagdo durante procedimentos
neurocirdrgicos. Pode ser aplicado como enxerto
suturavel ou implante. E uma armagio ao
crescimento de fibroblastos e vasos sanguineos.

EZ Derm"
(Gedrgia, Estados
Unidos)

Curativo a base de colageno porcino reticulado,
indicado para queimaduras de espessura parcial,
como Ulceras de pressdo, diabéticas e venosas.
Possui capacidade de resposta imunoldgica e
aumenta a quantidade de exsudato.

GraftJacket
(Nova Jérsei,
Estados Unidos)

Proveniente de pele humana. A pele do enxerto é
processada para remover as células epidérmicas e
dérmicas, preservando 0s componentes bioativos e
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a estrutura dérmica. A matriz serve como suporte
para repovoamento celular e vascularizagéo.

Graftskin® (Nova
Jérsei, Estados
Unidos)

Tecido equivalente a pele, bilaminado, produzido
da pele do prepucio de recém-nascidos de humanos
e de uma matriz de coladgeno bovino, purificada e
condensada, associada a suspensao de fibroblastos
dérmicos.

Integra  (Nova
Jérsei, Estados
Unidos)

Pele artificial, composta por duas camadas. A
primeira (externa) é uma membrana de silicone. A
camada interna é altamente porosa e composta por
glicosaminoglicano e coldgeno bovino.

MatriStem"
(Columbia,
Estados Unidos)

Derivado da bexiga urinaria porcina. Contém
colageno, carboidratos e proteinas dispostas num
arranjo 3D complexo de componentes da MEC.
Facilita a remodelacdo do tecido e contribui a
prevencdo da formacéo de tecido cicatricial durante

0 processo de cura. Material acelular, nédo
reticulado, reabsorvivel.
OASIS®Matrix | Derivado da submucosa intestinal porcina.

(Indiana, Estados
Unidos)

Indicado ao tratamento de feridas, incluindo as
parciais e totais de espessura; Ulceras de pressao,
venosas, vasculares cronicas e diabéticas; e feridas
traumaticas. N&do € indicado ao uso em
gueimaduras de terceiro grau.

TN

OrCel (Nova
Jérsei, Estados
Unidos)

Matriz de colageno bovino reticulado. Mantém
fibroblastos e queratindcitos alogénicos neonatais
em lados opostos, segregadores de fatores de
crescimento e citocinas promotoras de cicatrizacao.

Peri-Guard®
Repair Patch
(Saint Paul,
Minnesota,
EstadosUnidos)

Tecido bioldgico preparado de pericardio bovino,
reticulado com glutaraldeido. Destina-se ao uso
como prétese de reparacao cirtrgica de deficiéncias
dos tecidos moles (defeitos da parede toracica e
abdominal, géstrica vinculativa e hérnias).

Permacol”
(Dublin, Irlanda)

Implante de colageno da derme suina. A matriz de
colageno acelular resultante é reticulada para maior
durabilidade.

SurgiMend "
(Massachusetts,
Estados Unidos)

Derivado da derme bovina fetal e neonatal, esta
matriz dérmica acelular fornece maior flexibilidade
aos cirurgides na escolha da espessura, forca e
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tamanho do dispositivo mais apropriado a técnica e

ao paciente.
TissueMend Membrana de coldgeno acelular usada para
(Massachusetts, aumentar a reparacdo e reforcar os tecidos moles.

Estados Unidos) | Fornece um ambiente biol6gico para ajudar a curar
e fortalecer o tecido até a conclusdo do processo

cicatricial.
Vascu-Guard® Preparado a partir de pericardio bovino, é indicado
(Massachusetts, ao uso na reconstrucdo vascular periférica,

Estados Unidos) incluindo vasos sanguineos tibiais, car6tidas e
revisdes de acesso arteriovenosas.

Veritas® Implante de tecido derivado de pericardio bovino,
(Massachusetts, ndo reticulado. Material biocompativel,
Estados Unidos) remodelavel e que se integra perfeitamente ao
tecido circundante.

ZimmerCollagen | Implante biol6gico que consiste em um scaffold
Patch™ acelular de colageno e elastina, derivado da derme
(Massachusetts, porcina. Material purificado e reticulado, resistente
Estados Unidos) | a degradacdo por colagenase. Ndo foi observada
resposta  inflamatéria  significativa, rejeicdo,
alergenicidade ou sensibilizacdo em testes em
animais.

Fonte: adaptada de Kim e Evans (2012) e Moraes (2013).

A maioria dos materiais é de origem humana, bovina ou suina,
0s quais sdo os atualmente comercializados. O biomaterial desenvolvido
neste trabalho é uma alternativa atuando como uma membrana funcional
aplicada na pele. Além disto, possibilita a utilizagcdo de novas fontes e
diminuir o custo do produto final.

3.5.2 Colageno de fontes alternativas

As atuais principais fontes de colageno sdo de pele animal,
principalmente de bovinos ou suinos; ou tendBes calcaneos,
principalmente de bovinos e equinos. Ressalta-se que as propriedades do
colageno, como a resisténcia mecénica, o volume de absorcdo de
liquidos ou a atividade hemostatica diferem dependendo da fonte animal
e localizacdo anatémica do material (Ruszczak, 2003; Pei et al., 2013).
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De acordo com a diferenca da fonte e 0 processo de extracao,
diversas formas de colageno podem ser obtidas, como o coléageno
reconstituido, o soluvel e o insolGvel, sendo este o mais utilizado na
engenharia tecidual (Ma et al., 2004).

O colageno bovino é de longe o mais comum. Tem sido
amplamente utilizado em muitos dispositivos médicos e produtos de
engenharia tecidual. No entanto, este pode induzir uma resposta
antigénica e variar de lote para lote (Sachlos; Gotora; Czernuszka,2006).
Além disto, nos ultimos anos, o surto de encefalopatia espongiforme
bovina e da crise da febre aftosa causaram restricdes ao comércio de
colageno e da necessidade de fontes alternativas seguras do mesmo.

Nagai e Suzuki (2000) investigaram a extracdo de colageno de
peixes (pele, 0ssos e barbatanas). Todos os procedimentos foram
realizados & baixa temperatura. Para a remocdo das proteinas nao-
colagenosas, as amostras de pele foram imersas em NaOH e, em
seguida, a matéria insoltvel foi extraida com &cido acético. Os
rendimentos obtidos foram de cerca de 50 %, com base na massa
liofilizada.

Ogawa e colaboradores (2004) realizaram a extracao de colageno
pisceo a temperatura ambiente. Com relacdo a caracterizagdo do
colageno extraido, ressalta-se que foi confirmado como um colageno do
tipo I.

O colageno de peixe-cachimbo foi extraido e parcialmente
caracterizado por Khan e colaboradores (2009). A quantidade de
colageno isolado foi de 5,5% para a extracdo acida, com base na massa
liofilizada. De acordo com a eletroforese padrdo, o colageno pode ser
classificado como do tipo I. A temperatura de desnaturacdo do colégeno
foi de cerca de 35 °C. O estudo demonstrou que existe a possibilidade de
utilizar o colageno de peixe-cachimbo como fonte alternativa.

O colégeno a partir de residuos de pele de enguia marinha
(Evenchelys macrura) foi isolado e caracterizado para ser testado na
liberacdo de fArmacos em condigdes in vitro. Os resultados confirmaram
por diferentes técnicas fisico-quimicas que o material extraido €
colageno do tipo I. Os autores utilizaram o método de Lowry para a
guantificacdo das proteinas totais. A massa molecular média do
colageno extraido foi de ~29-205 kDa e a temperatura de desnaturacao
foi igual a 38,5 °C, sendo promissor como uma vantagem na aplicagédo
biomédica, devido a proximidade com a do colageno de mamiferos
(Veeruraj et al., 2012).
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3.5.3 Colageno de réa-touro

Dentre os vertebrados, os anfibios sdo os que possuem a pele
mais sensivel, devido a exposicdo a diversos ambientes. Eles sdo o
primeiro grupo de organismos a formar um elo de ligagdo entre a terra e
a agua, forcando-os a sobreviver a condi¢Ges carregadas de predadores e
patégenos. Com isto, a pele destes animais é considerada como um tema
atraente de pesquisa, por apresentar um alto nivel de diversidade
bioguimica, com excelente sistema de defesa quimica (Luo et al., 2008).

As principais fontes de colageno industriais estdo limitadas aos
bovinos, suinos e equinos, o que gera uma discussdo ativa do seu papel
nas doencas transmissiveis, ja que o risco de contaminacdo tem de ser
considerado. Assim, uma alternativa segura de colageno deve ser
procurada. No trabalho de Li e colaboradores (2004), a pele de ra-touro
foi usada para extrair colageno. Ra-touro é um anfibio, que néo
representa uma ameaga de doencas, podendo ser uma fonte segura e
acessivel.

A rd, como a maioria dos anfibios, apresenta grande variedade de
substancias quimicas no muco secretado pelas glandulas epidérmicas, as
quais vém sendo estudadas pela indUstria farmacéutica em antibidticos e
outros medicamentos, constituindo-se num novo campo de estudo da
farmacologia. A Rana catesbeiana (rd-touro) é uma das espécies
randrias comercialmente importantes no mundo. Com isto, uma
guantidade grande dos residuos de processamento, como a pele, sdo
despejados. A criacdo de rds é uma atividade em fase emergente e em
franco crescimento no Brasil. A pele constitui 11% da massa viva do
animal e quando curtida é empregada como matéria prima na producéo
de inGmeros objetos, como cintos, pulseiras, vestuario, bijuterias,
carteiras, bolsas, sapatos e luvas. Apesar de sua grande importancia,
existe uma escassez de literatura sobre a histologia da pele da R.
catesbeiana (Velly, 2001; Ferreira et al., 2006).

Wang; Zhu e Du (2011) extrairam colageno da trompa de faldpio
de ré-touro por método enzimatico, com rendimento de 16,4%. Foram
realizadas anélises de espectroscopia de infravermelho e eletroforese em
gel de poliacrilamida, confirmando o tipo | de colageno.

Lin e Liu (2006) compararam as propriedades fisico-quimicas do
colageno tipo | extraido de vérias espécies diferentes. Foi comprovado
gue o teor de aminoacidos influencia diretamente na estabilidade
térmica. Ressalta-se que na analise de eletroforese, verificou-se a
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presenca de fragmentos proteicos na amostra de colageno de ra-touro em
maior quantidade, comparado a outros vertebrados.

Sai e Babu (2001) estudaram o colageno da pele de R.tigerina.
Este estudo revelou diferencas interessantes no colageno da pele de ra,
comparado ao dos vertebrados conhecidos. Isto pode, provavelmente,
ser atribuido a posicdo dos anfibios na hierarquia dos vertebrados. Com
isto, as investigacGes detalhadas sobre as propriedades fisico-quimicas,
como a viscosidade e a desnaturacdo foram realizadas. O estudo
confirma que a estabilidade da estrutura coldgena é dependente da
temperatura do ambiente em que o animal vive, geralmente relacionada
com a do corpo do animal. Por exemplo, colageno do tipo | de bacalhau
desnatura a 15 °C, enquanto que o colageno do tenddo da cauda de rato
a 38 °C, sugerindo, assim, a relacdo estreita entre o colageno e o habitat
(Yanetal., 2012).

O estudo de Kumar; Sai e Babu (2002) teve como objetivo
compreender o comportamento, a morfologia e a fisiologia de
queratindcitos e fibroblastos em substrato de colageno da pele de rd. O
mecanismo de cicatrizacdo de feridas pode ser estabelecido através de
culturas in vitro de queratindcitos e fibroblastos, diretamente envolvidos
na reparacgao de feridas. Concluiu-se que o colageno extraido da pele de
rd constitui um bom substrato para a cultura de queratinécitos e
fibroblastos, como a maioria dos outros colagenos. Este estudo também
contribui para que a hipotese de que a eficiéncia de cura da pele de rd é
devida ao colageno.

A pele de anfibios se destaca como um Xxenoenxerto no
tratamento de feridas. A razdo para o uso da pele da ra esta relacionada a
sua composicado especial, como lipidios, proteinas e peptideos e também
pelos componentes bioativos de secrecBes da pele. O objetivo do estudo
de Rezazade Bazaz et al. (2013)foi avaliar os efeitos da aplicagdo tépica
da pele de ra liofilizada em pé (R. ridibunda) na cicatrizagéo de feridas
em ratos. Os resultados indicaram influéncias farmacéuticas da pomada
de pele de rd liofilizada na cicatrizagdo; inclusive, efeitos positivos
sobre a redugdo da inflamacdo, aumento na proliferacdo de fibroblastos,
aumento na quantidade de coldgeno de MEC e neovascularizagdo e
fechamento mais rapido da ferida. O tratamento com a pele da ra
desempenhou um papel eficaz na redugdo da carga microbiana no local
da ferida, confirmando as propriedades antibacterianas. Em concluséo,
com base nos resultados, a pomada de pele de ré liofilizada afetou
beneficamente o ambiente da ferida e claramente acelerou o processo de
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cura. Considerando as propriedades da pele de ra, o facil acesso, o baixo
custo de preparacéo e de preservacdo barata, esta se mostra um material
atil e eficiente a cicatrizacéo.

3.6 ESTADO DA ARTE E RELEVANCIA DO TRABALHO

Inspirado  pela estrutura hierarquica, biocompatibilidade,
atoxicidade e propriedades mecénicas de dois biopolimeros bem
conhecidos, colageno e nanocelulose, sdo feitas tentativas para
desenvolver biomateriais com elevada resisténcia mecénica e boa
biocompatibilidade. Estas propriedades pretendidas devem ser similares
aos tecidos cutaneos. As fibras celuldsicas sdo amplamente utilizadas
como reforgos baseados em varias matrizes poliméricas devido as suas
propriedades mecanicas superiores. Os materiais a base de celulose
induzem  respostas  inflamatdrias, sendo considerados como
biocompativeis.

No estudo de Mathew e colaboradores(2012), scaffolds
implantaveis com base de colageno reforgados com celulose foram
desenvolvidos aproveitando o potencial da celulose em proporcionar
reforco mecénico e estabilidade dimensional ao material sem afetar a
biocompatibilidade e a atoxicidade do colageno. Os estudos de
biocompatibilidade ndo indicaram citotoxicidade para as estruturas de
colageno e celulose, concluindo que estas superficies compostas séo
favoraveis a adesdo e ao crescimento celular, tornando-se um material
promissor as aplicacbes biomédicas.

A NC tem sido estudada para o uso como scaffold para
engenharia tecidual e curativos. Ainda assim, curativos inovadores tem
sido continuamente desenvolvidos numa vasta gama de materiais, como
alginato, poliuretano, quitosana, e Aloe vera. Com base nas propriedades
vantajosas da NC e do gel de Aloe, um filme composto foi desenvolvido
pela suplementacdo do gel durante a biossintese de celulose pela
primeira vez por Saibuatong e Phisalaphong (2010). A morfologia
superficial, a estrutura dos poros, a resisténcia a tracdo, a capacidade de
absorcao de &gua, a cristalinidade e a permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes modificados foram analisados e comparados com os filmes
de NC, concluindo que este tipo de combinacdo destes materiais foi
preparado com resultados satisfatorios a aplicacdo desejada.

Estudos de citotoxicidade foram conduzidos com células
humanas, utilizando filmes de celulose comerciais, principalmente para
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efeito de cura de feridas. O estudo de Almeida e colaboradores (2014) é
0 primeiro relatério de avaliacdo de irritacdo da pele humana de
membranas de NC sob oclusdo. O teste de sensibilidade ap6s aplicacdo
Gnica é um procedimento amplamente utilizado para avaliar reagdes
irritantes agudas. Neste método, a oclusdo é conseguida por meio de
uma camara de aluminio, a fim de exagerar as condi¢des de exposicao.
Vérias técnicas de bioengenharia tém sido desenvolvidas para fornecer
dados quantitativos e avaliar as reagdes irritantes com uma abordagem
combinada, a fim de cobrir as diferentes caracteristicas de irritagdo da
pele. Foi avaliado o potencial irritante de membranas de NC na pele
(com e sem glicerina) e o seu efeito de hidratagdo cutanea.

O estudo de Wiegand et al. (2006) testou a influéncia da NC
sobre os parametros tipicos de feridas cronicas, utilizando NC e
colageno bovino in situ. O biopolimero foi capaz de estabelecer uma
fisiologia normal da ferida em tempo reduzido. Concluiu-se que o
tratamento clinico com materiais de reparacéo baseados em NC pode ser
considerado como um método eficiente ao tratamento de feridas agudas
e cronicas.

Luo e colaboradores (2008) relataram a preparacdo de
membranas de coldgeno e NC pela adicdo de coladgeno ao meio de
cultura de Acetobacter xylinium. Os resultados obtidos por MEV
demonstraram que este composto tem micromorfologia diferente, sendo
gue suas nanofibrilas sdo mais porosas que a de NC pura, significando
um composto com maior area de superficie. Por conseguinte, tem o
potencial de utilizacdo como suporte para engenharia tecidual e, devido
a grande area de superficie, € benéfico a adesdo celular e a
vascularizagéo.

O biopolimero de nanocelulose/colageno (tenddo porcino)
desenvolvido por Zhijiang e Guang (2011) foi preparado por imerséo
das membranas de NC Umidas em solucdo colagena, seguido pelo
processo de liofilizagdo.

No estudo de Lin e colaboradores (2013), as membranas de NC
foram incorporadas com solucdo de quitosana. Foram avaliadas as
propriedades mecanicas, de retencdo de agua, transmissdo de vapor de
agua e atividade antibacteriana e citocompatibilidade. O biomaterial foi
desenvolvido a fim de acelerar o processo de cicatriza¢do e diminuir a
taxa de infecgdo.

Steele e colaboradores (2013) produziram filmes de celulose e
colageno bovino a fim de melhorar as propriedades mecénicas, visando
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aplicacdo como uma matriz antiadesiva ou na engenharia tecidual
cardiovascular. Foi constatado que as células de musculo liso de artérias
coronarias humanas aderiram e proliferaram sobre os filmes.

Moraes (2013) desenvolveu membranas e hidrogéis & base de NC
e coladgeno bovino. Foram realizadas as analises de caracteristicas do
biomaterial e a experimentacdo animal, as quais concluiram que os
materiais sdo0 biocompativeis e possiveis de aplicacdo a medicina
regenerativa.

Souza e colaboradores (2013) produziram membranas de
colageno bovino incorporadas de prépolis vermelho que favorecem a
contracdo da ferida e reduzem a magnitude da resposta inflamatéria. Os
testes foram realizados in vivo, concluindo uma melhor organizacdo da
deposicdo colagena e promogdo da formacao de tecido granular e anexos
Ccuténeos.

O propdsito do trabalho de Albu e colaboradores (2014) foi
preparar biomateriais baseados em NC e colageno, a fim de investigar os
efeitos da juncéo destes materiais nas propriedades (térmica, mecénica e
morfolégica) do material obtido, visando aplicacdo no campo
biomédico. Constatou-se que a estabilidade térmica e a propriedade
mecénica foi melhorada com a adi¢ao de colageno.

Mathew e colaboradores (2012) desenvolveram um biomaterial
de NC e colageno extraido de cavalos na forma de filme. Foram
realizados testes de citocompatibilidade utilizando células osteogénicas
com resultados favoraveis a adeséo e ao crescimento celular.

Amsaveni e colaboradores (2013) descreveu a sintese de novas
fibras biodegradaveis hibridas utilizando a mistura ternaria de colageno,
celulose, e albumina de soro bovino. O colageno utilizado no estudo era
proveniente de residuos de pele de animais da indistria do couro. As
fibras formadas foram caracterizadas quanto as propriedades fisicas,
estruturais, morfoldgicas, térmicas e biol6gicas e foi concluido, por
meio dos resultados obtidos, que o material pode ser empregado como
material bioabsorvivel de sutura.

Li e colaboradores (2014) produziram um biopolimero de NC e
acido hialurénico com propriedades adequadas a aplicacdo na reparacao
de pele e cicatrizacdo. A incorporacdo de substancias que permitam a
adsorcao de proteinas e a aderéncia celular é imprescindivel ao processo
cicatricial. Baseado nos resultados obtidos, observou-se que os filmes
produzidos apresentam propriedades de materiais curativos.
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A necessidade de buscar estratégias para acelerar o processo
cicatricial tem tornado crescente os estudos em torno da utilizacdo de
materiais que propiciem os mecanismos de proliferacdo celular e
melhores condicGes para a recuperacdo cutanea; e, neste ambito, a
engenharia tecidual tem feito enormes progressos, com a utilizacdo de
materiais produzidos a partir de biomateriais. Estes produtos abrangem
um grupo heterogéneo destinados a substituir, de forma temporaria ou
permanentemente, a forma e a funcdo dos tecidos perdidos. As
membranas biopoliméricas vém suprindo a crescente demanda de
materiais com carater renovavel, biodegradavel e sustentavel, sendo
cada vez mais importantes para esse segmento, satisfazendo também as
exigéncias de um curativo ideal (Souza, 2013).

Existem poucos trabalhos cientificos que utilizam biomateriais
de colageno e nanocelulose e a maioria destes utilizam coladgeno bovino
ou suino, mais comumente comercializado. A importancia do trabalho
esta na confirmacdo de que o uso de fontes alternativas é viavel tanto no
desenvolvimento da membrana quanto na aplicacdo visando a
cicatrizacdo de feridas. Além disto, objetiva-se a utilizagdo comercial do
colageno de ra-touro tanto quanto a dos ja existentes.



4  MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em sua totalidade no Laboratério
de Tecnologias Integradas (InteLab) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA), com colaboracdo do
Laboratério de Materiais da Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE), Laboratério de Polimeros da Universidade Estadual de
Santa Catarina (UDESC) e do Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Otrabalho experimental foi desenvolvido de acordo com o
fluxograma mostrado na Figura 5. Este se baseia partindo da
nanocelulose e do colageno de rd e do biomaterial formado pelos dois
materiais.

Figura 5 — Fluxograma geral das metodologias realizadas neste trabalho.
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4.1 ORIGEM DO COLAGENO

As amostras de pele de ra-touro (R. catesbeiana) (Figura 6) foram
cedidas pela empresa VellyFARM, sob responsabilidade da empresaria
Maria de Lourdes Mourinho Velly. Como material de comparacdo, as
amostras de colageno hidrolisado tipo | extraido de pele bovina foram
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cedidas pelo Professor César Benfatti, do Departamento de Odontologia
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Figura 6 —~Amostra de pele de ra-touro (Rana catesbeiana).

4.2 EXTRACAO, QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO
DE COLAGENO DE RA-TOURO

4.2.1 Extracdo do colageno de ra-touro

Para a extracdo do colageno, seguiu-se protocolo descrito por
Zhang et al. (2014). A pele da ré-touro (3 g) foi tratada com NaOH
0,1 M (1:100 m/v) sob agitagdo continua por 24 h, & temperatura
ambiente, para remocdo das impurezas presente na pele. A pele foi
lavada repetidamente com agua destilada até atingir pH neutro. Em
seguida, esta foi embebida em &cido acético 0,5 M (1:100 m/v) por 72 h
sob agitacdo continua a 4 °C. O extrato foi centrifugado a 4800 x g por
1 h. Adicionou-se NaCl a uma concentracéo final de 2,5 M, na presenga
de Tris—HCI 0,05 M, a pH 7,0. O precipitado resultante foi recolhido por
centrifugacdo (Beckman Coulter Optima L - 90k Ultracentrifuge, EUA)
a 10000 x g por 1 h. O pellet foi dissolvido em acido acético 0,5 M,
dialisado (Biotech Grade Dyalisis Membranes, Spectrum Labs, Texas,
EUA) contra acido acético 0,1 M por 24 h e contra dgua destilada por
48 h, seguido por liofilizacéo.

4.2.2  Quantificacdo de proteinas totais pelo Método de Lowry

Determinou-se a quantidade de proteinas totais extraidas da
pele de ré-touro pelo método de Lowry modificado (Lowry et al., 1951),
gue consiste em duas reacGes colorimétricas: a reacdo de Biureto, na
qual os fons Cu* interagem com as ligaces peptidicas originando uma
coloracdo azul intensa; e a reacdo que envolve a adicdo do reagente de
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Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, EUA) em uma mistura complexa de
sais inorganicos, cuja reacdo com a tirosina e o triptofano resulta em
uma coloragdo azul esverdeada intensa. A combinacdo dessas duas
reacOes fornece um teste muito mais sensivel que as duas reacdes
isoladamente. Nesta etapa, foram combinados 20 uL do sobrenadante,
60 uL de agua MiliQ e 200 pL do Reagente A (Na,COz; 2%;NaOH
0,1 M; CuSO, 1%,; Tartarato 2%). O teste foi realizado a temperatura
ambiente.Ap6s o tempo de reacdo de 10 minutos, adicionou-se 20 pL do
Reagente B (Folin) e aguardaram-se 20 minutos para a analise em
espectrofotdbmetro (Molecular Devices, Spectra Max Plus 384, EUA), a
750 nm. O padréoutilizado para a determinacdo foia albumina de soro
bovino, no intervalo de 0-60 mg de proteina e os dados foram expressos
como pg de proteina-mL™. A curva padréo obtida estd apresentada no
Apéndice A (Saska et al., 2012).

4.2.3 Quantificacdo de coladgeno de ra-touro por Sirius red

A fim de quantificar o coladgeno extraido da pele de ra-touro,
utilizou-se o método de coloracéo Sirius red. As amostras foram coradas
com Sirius red, que consiste em 0,1 % de Direct red F3B (Sigma-
Aldrich, EUA) em uma solucdo aquosa saturada de 4acido picrico,
homogeneizadas e deixadas em repouso por 30 minutos para que
ocorresse a precipitacdo do colageno presente na amostra. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 11000 rpm (25 °C) (Beckman Coulter
Optima L - 90k Ultracentrifuge, EUA). O sobrenadante foi retirado, o
pellet foi lavado com agua acidificada suave e adicionou-se 1 mL de
KOH para reagir por 15 minutos. A concentracdo de colageno foi obtida
graficamente contra a absorbancia correspondente resultando numa
curva padrdo, utilizando o software do espectrofotdmetro UV-VIS
(Molecular Devices, Spectra Max Plus 384, EUA), em 550 nm. Foi
utilizado colageno bovino para a construcdo da curva padrdo nos

intervalos de 0 a 0,5 mg-mL™, descrita no Apéndice B (Suganya et al.,
2014).

4.24 Caracterizacdo do colageno de ra-touro por SDS-PAGE
Para avaliar o perfil proteico do colageno extraido, caracterizado

pela determinacdo do tipo de coladgeno e a sua massa molar, fez-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
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(SDS-PAGE), com base no método de (Laemmli, 1970), utilizando-se
um gel de separacdo de poliacrilamida 8% (Bis Acrilamida 30%, Tris
HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 10%, persulfato de aménia 10%, TEMED, agua
bidestilada) e gel de concentracdo de 4% (Bis Acrilamida 30%, Tris HCI
0,5M pH 6,8; SDS 10%;persulfato de aménia 10%; TEMED; agua
bidestilada). O colageno extraido liofilizado foi dissolvido em &cido
acético 0,5 M e essa solucdo (30 pg-puL™) foi misturada ao tampdo de
amostra (Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8; SDS a 10%; azul de bromofenol 1%;
glicerol; 2-mercaptoetanol e agua destilada) numa propor¢do 1:1. As
amostras foram incubadas por 5 minutos a 96 °C. Cerca de 20 pL de
amostra foi carregada no gel. A corrente elétrica aplicada foi de 30 mA e
a voltagem foi de 100 V, por aproximadamente 4 h. A massa molar do
marcador padrdo (M) empregado foi de 10-250 kDa (Precision Plus
Protein Dual Color Standards BenchMark™ ProteinLadder - Life
Technologies). Apds a corrida, o gel foi fixado em uma solucéo fixadora
(metanol 50%, &cido acético 10%) por 4 h e, em seguida, corado por
Coomassie brilliant blue-R (CBB R-250) até que as bandas ficassem
significativamente observaveis (Aro, 2012).

4,25 Determinacdo da temperatura de desnaturacéo do colageno
de ra-touro

A temperatura de desnaturacdo (Tp) foi determinada pelo método
citado por Qian e colaboradores(2007). Foi utilizado 540 pL de solucdo
de colageno (5 mg-mL™) em &cido acético 0,1 M para a medicdo da
viscosidade. As taxas de fluxo usadas como um indice para célculo de
viscosidades reduzidas foi a média de trés observacdes. A Tp do
coladgeno em solucdo foi determinada pelas mudangas na viscosidade
induzidas pela temperatura usando um viscosimetro HAAKE™
RheoWin™ (ThermoScientific, EUA). A viscosidade relativa foi
calculada segundo a Equacéo 1.

Viscosidade relativa = (viscosidademedida —Viscosidademm) (1)
viscosidadeysx — viscosidadepyin

A temperatura de desnaturagdo foi considerada como a
temperatura em que a viscosidade relativa foi de 0,5 (Wu et al., 2014).
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4.3 PRODUCAO DAS MEMBRANAS DE NANOCELULOSE E
COLAGENO DE RA-TOURO

4.3.1 Produc¢do das membranas de nanocelulose

Para a producdo das membranas de NC, o meio de cultura foi
preparado contendo 25 g-L™ de manitol, 5 g-L™* de extrato de levedura e
3g-L™ de peptona, todos diluidos em 1 L de agua destilada. O pH da
solucdo foi ajustado para 6,5 e, em seguida, esta foi autoclavada por
20 min a 121 °C (Recouvreux, 2008). As membranas de NC foram
preparadas com a adi¢do de 90% (v/v) do meio de cultura descrito
anteriormente e 10% (v/v) de solucdo estoque de indculo contendo a
bactéria Komagataeibacter hansenii (Gluconacetobacter hansenii —
ATCC 23769). Na sintese das membranas, as culturas foram mantidas
em placas de cultura de 24 pogos (TPP, Sui¢ca). Em cada pogo, foi
adicionado 1 mL da formulagdo. A formacdo das membranas ocorreu na
interface ar/liquido durante 10 dias de cultura mantida a temperatura
ambiente e sob condi¢des estaticas de cultivo. Passados os 10 dias, as
membranas de NC foram retiradas das placas de cultura e,
sucessivamente, purificadas e esterilizadas. Esta etapa consiste na
remocao de células bacterianas e impurezas. Dessa forma, colocaram-se
as membranas em frascos contendo NaOH 0,1 M, por 24 h a 50 °C.
Apos este periodo, a solucéo alcalina foi retirada e as membranas foram
lavadas com &gua destilada até atingir pH neutro. Em seguida, as
membranas foram autoclavadas e estocadas a temperatura ambiente.

4.3.2 Incorporacédo de coldgeno nas membranas de nanocelulose

Adaptando a metodologia de Zhijiang e Guang (2011) e Xue
colaboradores (2012), as membranas de NC foram imersas em solugéo
de éacido acético 0,5M por 24 h. Em seguida, foram colocadas em
solucbes de colageno de ré-touro/acido acético 0,5M com as
concentragdes de 38,5; 95,5 e 273,5 pg-mL™, a 4°C por 24 h. Depois
disto, o excesso da solucdo colagena foi removido usando papel-filtro.
As quantidades inicial e final de colageno foram verificadas utilizando a
metodologia descrita anteriormente no item4.2.3. A quantidade de
colageno incorporado por massa de NC foi calculada pelaEquacéo 2.
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umol de COL incorporado __ COL I- de COLF (2)
g de BNC ~ gdeBNC

Onde:
COL I é a concentragéo inicial de colageno em pg-mL™.
COL F é a concentrag#o final de colageno em pg-mL™.

4.3.3 Caracterizacdo das membranas de nanocelulose e colageno
de ré-touro

4.3.3.1 Avaliacdo da morfologia dos biomateriais

A morfologia das amostras foi caracterizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram previamente
congeladas (-80 °C) por 24 h e liofilizadas (48 h), com a utilizacdo do
liofilizador modelo L101 (LIOBRAS, Brasil). Apds secagem, as
amostras foram devidamente armazenadas em dessecador. A preparacao
das amostras e as andlises por microscopia foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC. As
amostras liofilizadas foram fixadas sobre fitas de carbono aderidas a
suportes de aluminio (stubs) e, posteriormente, metalizadas com ouro. A
microestrutura foi analisada no equipamento JEOL JSM-6390LV a uma
tenséo de 10 kV.

As amostras para a analise em microscopia eletrénica confocal
(Leica DMI16000) foram imersas em solugdo de Calcofluor White 0,1 %
(m/v) (Sigma-Aldrich, EUA) por 1 h, a fim de corar as fibras de NC
(Phan et al., 2015). Retirado o excesso, estas foram imersas em solugéo
de Sirius red por 1 h, corante das fibras colagenas (Keira et al., 2004).
Em seguida, foram lavadas com agua acidificada suave, a fim de
eliminar o excesso de corante nas membranas. Os comprimentos de
onda, nos quais ocorrem a excitacdo e a emissdo do Calcofluor White e
Sirius red sdo 405/455 e 550/650, respectivamente. A analise foi
realizada no LCME da UFSC.

4.3.3.2 Temperatura de transicao vitrea e de fuséo dos biomateriais

A medicédo da transferéncia de calor para a amostra por meio das
curvas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram obtidas
em um DSC-Q20/TA Instruments (Laboratério de
Materiais/fUNIVILLE). Aproximadamente 10 mg de amostra foram
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aguecidas a 10 °C min™, de 25 a 500 °C. As analises foram realizadas
sob fluxo de N, (50 °C min™).

4.3.3.3 Estabilidade térmica dos biomateriais

As mudancas dependentes do tempo e da temperatura na massa
das amostras observadas pelas curvas da termogravimetria (TG) foram
obtidas em uma termobalanga TGA-Q50/TA Instruments (Laborat6rio
de Materiais/lUNIVILLE). Cerca de 4,0 mg de amostra foram aquecidas
de 25 até 500 °C a 10 °C min™ sob atmosfera inerte de N,.

4.3.34 Caracterizagdo dos grupamentos  funcionais  dos
biomateriais

A medicdo do comprimento de onda e a intensidade da absor¢édo
de luz infravermelha das amostrasforam realizadas em um equipamento
da Perkin-Elmer Spectrum One B (Laboratorio de Caracterizacdo de
Materiais/UDESC) de 4000 a 450 cm™, resolucdo de 4 cm™ e acessério
de refletancia total atenuada (ATR).

4.4 EFEITO DO COLAGENO NA MIGRACAO E INVASAO DE
QUERATINOCITOS

441 Linhagem celular

A linhagem celular utilizada para o estudo foi queratindcito
(HaCaT), cultivado em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com 20% de
soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina e 0,3% de
bicarbonato de célcio (Sigma-Aldrich, EUA); e mantido em atmosfera
com 5% de CO,, a 37 °C. Apds confluéncia celular de 80 a 90%, as
células foram removidas com o uso de tripsina (Gibco® trypsin, Life
Technologies, EUA) e a suspensdo de células foi quantificada
utilizando-se uma cdmara de Neubauer (SP LABOR, Brasil). Apo6s a
contagem, as células foram distribuidas conforme cada ensaio.
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4.4.2 Ensaio de migracao celular

O ensaio de migracdo celular foi realizado para estimar as taxas
de migracdo e proliferacdo das células quando expostas ao biopolimero
de NC e colageno e as diferentes concentracdes de colageno de ra-touro
e bovino. Para o0 ensaio de migragdo, utilizando o método de Wound
assay, as células HaCaT foram plaqueadas em placas de 6 pocos
(2,5 x 10° células/pogo) e mantidas em estufa até a confluéncia de
100%. Com o auxilio de uma ponteira de micropipeta, fez-se um risco
na placa e a mesma foi entdo lavada trés vezes com PBS para a remogéo
das células que se soltaram. Posteriormente, as células foram incubadas
com meio novo completo contendo os controles (NC e solucdo de acido
acético 0,001 M), as membranas de NC/COLR, as concentracfes de
COLR (38,5; 95,5 ¢ 273,5 ug-mL™) e de COLB (1, 5 e 10 mg-mL™). As
fotos dos riscos foram obtidas nos tempos de 0, 24 e 48 h para a analise
da migracdo celular. A area do fechamento do risco foi calculada com o
auxilio do software Image Processing and Analysis in Java (ImageJ)
(National Institute of Mental Health, EUA) nos diferentes tempos e sua
porcentagem foi calculada com a Equacéo 3 (Yue et al., 2010; Cory,
2011):

% de fechamento da ferida = % x 100 )

to

45 ANALISE ESTATISTICA

A anédlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o
software Origin 8.5 (OriginLab Data Analysis and Graphing Software.
OriginLab Corporation — Northampton — MA 01060, EUA). Os
resultados experimentais foram expressos como média + desvio padréo
da média e comparados pela da andlise de variancia univariada (one-way
ANOVA) seguida do teste Tukey para verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significante entre os grupos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRAGAO, QUANTIFICACAO E CARACTERIZAGCAO
DE COLAGENO DE RA-TOURO

A andlise quantitativa de extracdo de proteinas totais e de
colageno da pele de ré-touro foi realizada utilizando o0 método de Lowry
e por Sirius red, respectivamente. A Figura 7 apresenta a massa de
proteinas totais e de colageno extraido por massa de pele de ré-touro,
segundo método de extracdo acida estabelecido por Zhang e
colaboradores (2014).

Observa-se que a quantidade de colageno extraida corresponde a
172 pg-(g de pele de ra-touro)™, equivalente a 80% das proteinas totais
quantificadas.Lin e Liu (2006) demonstraram que o colageno de ré-touro
apresenta maiores quantidades de fragmentos de proteinas comparado
aos de outras espécies, provavelmente o que corresponde aos outros
20% (fracdo ndo colagénica).

Figura 7 — Proteinas totais e massa de colageno extraida da pele de ra-
touro por meio de extracdo &cida. Resultados expressos em pg/g de

pele de rd-touro (média + desvio padrdo, n=6).
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N&o ha registros na literatura sobre a quantidade exata de
colageno na pele de ré-touro, como em outros animais, COmo 0s peixes,
gue ja estdo bem definidos. A extracdo de colageno de fontes
alternativas aos bovinos e porcinos é realizada ha muitos anos e para
diversas espécies de animais, que vao desde os peixes até os anfibios e
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mamiferos (Lin e Liu, 2006). A extracdo do coldgeno de rd-touro vem
como uma alternativa inovadora, acessivel e segura ao coldgeno bovino.

Alguns aspectos importantes devem ser levados em consideracéo
para a extracdo do colageno da pele de ra-touro. Como esperado, quanto
menor a area de superficie da amostra, melhores resultados de extracdo
sdo obtidos, uma vez que a agitacdo também influencia no contato com
a solucdo acida. Com isso, optou-se por cortar as peles em pedacos bem
pequenos, com area aproximada de 1 cm2. A imersdo inicial em solugdo
de NaOH ¢ imprescindivel para diminuir o teor de impurezas e matérias
insolUveis da amostra antes da extracdo propriamente dita pela solucdo
acida. A quantidade de amostra a ser utilizada pode ser variada, uma vez
gue o método foi estabelecido. Todavia, a concentracdo de solucao acida
deve ser preservada. Segundo Aukkanit e Garnjanagoonchorn (2010) e
Pati; Adhikari e Dhara (2010) afirmam, a temperatura baixa na primeira
etapa da extracdo também é primordial a preservacdo da integridade
estrutural do colageno a ser extraido. O pH deve ser ajustado na faixa de
1-4, uma vez que o colageno apresenta alta solubilidade comparado ao
pH neutro. Além disso, nesta condicdo, 0 colageno esta abaixo do seu
ponto isoelétrico (a pH neutro), no qual é mais acentuado o processo de
fibrilogénese, em que as moléculas se organizam em forma de fibras e
dificultaria a posterior interagio com a NC (Tonhi e Plepis, 2002;
Veeruraj; Arumugam; Balasubramanian, 2013).

Conforme Campos (2008), o processo de precipitacdo salina
provoca a interacdo das fibrilas de coldgeno com os ions sodio e cloro
em solugdo. A medida que se adiciona esta solugio, ocorre a agregacao
das fibrilas, que € provocada por ligagGes quimicas catalisadas por estes
ions. A superficie das fibrilas colagenas interagem com os ions, ja que
possui cargas positivas e negativas, oriundas dos residuos de
aminoacidos formadores das proprias cadeias polipeptidicas. A
diminuicdo da solubilidade do coladgeno pode ser descrita como sendo
devida ao efeito da alta concentracdo de cloreto de sédio, uma vez que o
aumento na forca ibnica causa uma reducdo na solubilidade das
proteinas pelas interagcBes hidrofobicas entre as cadeias proteicas, e
aumenta a competicdo dos sais ibnicos pela agua, permitindo a
precipitacdo colagena mais facilitada (Singh et al., 2011).

O ultimo passo do processo de extracdo de colageno, e um dos
mais importantes, é a didlise. Montanha (2012) cita que este é um
processo de separacdo por difusdo de moléculas por meio de poros de
uma membrana semipermeavel. Esta transferéncia molecular ocorre por
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diferenca de concentracdo entre as solugbes em contato com a
membrana, a fim de igualar os potenciais quimicos, ou as concentracdes,
resultando em uma solucdo de colageno mais pura, retirando 0 maximo
de cloreto de sodio.

Os resultados finais de massa seca em porcentagem obtidos pela
precipitagdo foram de 8,47 £ 0,5 %. Estes resultados corroboram com os
encontrados por Qian e colaboradores (2007), que encontraram 7% para
a mesma espécie anfibia. A diferenca encontrada nesta metodologia esta
na precipitacdo, que neste caso ocorrem trés vezes. Diferentemente dos
resultados obtidos por este, 0 coladgeno extraido solubilizou facilmente
em &cido acético, provavelmente devido a didlise realizada com total
substituicdo do solvente anterior.

A maioria das publicacfes cientificas relacionadas a extracdo de
coladgeno de fontes alternativas aos bovinos e porcinos se baseia na
metodologia de Nagai e Suzuki (2000). Estes autores utilizaram vérias
espécies pisceas e obtiveram resultados de extracdo em porcentagem
variados.

O diferencial deste trabalho comparado a literatura estd na
quantificacdo de proteinas totais e coldgeno apds a extracdo, haja vista
gue 0s outros autores apenas obtém os resultados por meio da massa
seca resultante ao fim do processo. Estes resultados podem ndo ser
confidveis sem os testes que comprovem a quantidade proteica nesta
massa seca obtida, uma vez que o processo de extracdo envolve algumas
etapas que influenciam diretamente na massa final, como a adicao de sal
e a dialise.

5.1.1 Caracterizagdo do colageno de ra-touro por SDS-PAGE

Uma técnica de caracterizagdo utilizada para comprovar o tipo de
colageno extraido é o método da eletroforese em gel de dodecil sulfato
de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE). Esta técnica separa de maneira
eficaz os extratos proteicos, permitindo deste modo estimar a massa
molar. A Figura 8 apresenta o perfil densiométrico obtido a partir do gel
de colageno de ra-touro,no qual as bandas correspondentes ole a2 numa
razdo de 1,2 tipica de colageno tipo I. As massas molares calculadas a
partir do marcador de proteinas padrdo foram 135 kDa (al) e 117 kDa
(a2), valores estes que estdo de acordo com os descritos na literatura
(Tonhi e Plepis, 2002).
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Figura 8 — Eletroforese em Gel de SDS-PAGE de colageno de ra-
touro (COLR) extraido. O marcador de proteinas (M) estd na coluna a

esquerda.
M COLR

150 kDa

al

100 kDa !

Wang; Zhu e Du (2011) realizaram a analise de SDS-PAGE,
concluindo que o colageno extraido do tubo de falépio de Rana
catesbeiana consistiu de cadeias o (al cerca de 138 kDa e cadeia a2
cerca de 115 kDa), que mostrou duas espécies distintas e o seu dimero
(cadeia PB), com a presenga também de componentes y. As bandas
difusas abaixo das cadeias a2 e B provavelmente estdo associadas as
impurezas presentes na quantificacdo proteica total (20%) anterior. A
presenca de cadeias beta e gama indicam que a amostra de colageno
apresenta reticulagdo. A intensidade das mesmas esta relacionada &
exposicdo a luz ultravioleta, método de esterilizacdo utilizado neste
trabalho. A radiacdo UV atinge as proteinas de um modo diferente
devido as diferentes composicbes dos aminoacidos e estrutura
molecular.
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5.1.2 Determinacdo da temperatura de desnaturacao do colageno
de ra-touro

A Tp do colageno de ra-touro extraido foi calculada utilizando
uma curva de variagdo induzida pela temperatura na viscosidade (Figura
9). A Tp do colageno de ra-touro foi encontrada a 30,08 °C quando a
viscosidade relativa foi igual a 0,5.

Figura 9 — Temperatura de desnaturacdo do colageno de ré-touro.
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Pelo mesmo método de determinagdo de Tp, pode-se observar na
Tabela 2 alguns resultados de temperatura de desnaturacdo similares a
este trabalho. Sai e Babu (2001) realizaram a analise na pele de R.
tigerina a uma concentracdo de &cido acético dez vezes menor e
encontraram o valor de 36 °C na viscosidade relativa determinada.

Tabela 2 — Temperatura de desnaturacdo (Tp) de colageno de ra-touro.

Temperatura de desnaturacéo (°C) Referéncias
29,6 Wang; Zhu e Du (2011)
29,8 Li (2004)
33,8 Qian et al. (2007)

A temperatura de desnaturacdo de peixes e anfibios & menor que a
dos bovinos (42 °C) e suinos (37 °C). Isto pode ser atribuido a natureza
bioguimica e fisioldgica, ou seja, a correlagdo da Tp com a temperatura
do corpo dos organismos e o ambiente em que residem (Wu et al.,
2014).
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Além disto, Li e colaboradores (2008) relataram que o colageno
de animais terrestres tem uma temperatura de desnaturagdo mais elevada
do que as de anfibios e peixes, devido ao seu elevado teor de
aminoacidos. O aumento da temperatura de desnaturacdo também esta
ligado ao grau de reticulagdo da amostra.

Considera-se que a aplicagdo posterior da membrana de NC e
coldgeno de rd-touro como curativo ndo interfere nos resultados
esperados, mesmo que a temperatura do corpo humano seja de
aproximadamente 37 °C e a desnaturagdo da amostra de colageno de ra-
touro seja inferior.

52 PRODU(}AS) DAS MEMBRANAS DE NANOCELULOSE E
COLAGENO DE RA-TOURO

5.2.1 Incorporagdo de coldgeno nas membranas de nanocelulose

Existem duas maneiras conhecidas de desenvolver uma estrutura
de NC e colageno, uma que trata da incorporacdo de colageno no meio
de cultura durante o processo de produgdo da NC e a outra que diz
respeito & imersdo da membrana de NC em solugdo de coldgeno,
seguido de liofilizacdo. Todavia, 0 primeiro processo nao é viavel se o
objetivo for manter a estrutura colagena, uma vez que o0 processo de
esterilizacdo da NC é por meio de autoclavagem a 121 °C, o que
desnaturaria a proteina e a transformaria em gelatina. Além disto, a
purificacdo das membranas é realizada com sucessivas lavagens em
NaOH e o pH alto também compromete a estrutura proteica. Entdo, a
incorporacdo de colageno apo6s a purificacdo e a esterilizacdo das
membranas de celulose é a metodologia mais apropriada para manter a
integridade das moléculas coldgenas (Saska et al., 2012).

Foi possivel obter a quantidade inicial e final de colageno
incorporado, bem como o percentual de incorporacdo de colageno nas
membranas de nanocelulose. Estes resultados sdo expressos na Figura
10.
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Figura 10-Incorporacdo de colageno de ra-touro por massa de
nanocelulose (NC).e representa a porcentagem de incorporacdo de
colageno nas membranas de NCe m representa a quantidade de
colageno incorporado por massa de NC.
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Considerando a mesma massa de membrana de NC, a
incorporacdo de colageno aumenta com a concentragdo utilizada. Esta
proporcionalidade é esperada até que a NC atinja sua saturacdo de
contetido incorporado, 0 que ndo ocorreu nas concentragdes utilizadas
neste experimento. Para uma concentracio colagena de 273,5 pg-mL™,
observa-se uma porcentagem de incorporacdo de 37 %, considerada
como o melhor resultado de incorporagdo neste trabalho.

O proposito deste trabalho é unir as caracteristicas de suporte,
biocompatibilidade e hidrofilicidade da nanocelulose com as
propriedades de estimulo a resposta celular do colageno, ao passo que
esta membrana biopolimérica aja na aceleracdo do processo de
cicatrizacdo.

Considerando a aplicacdo posterior em contato com as células da
pele, visando & cicatrizagdo, ressalta-se a necessidade de uma baixa
quantidade de coléageno incorporado nas coberturas de feridas. Isto se
deve pelo fato de que os fibroblastos, responsaveis pela sintese de
colageno, reconhecem a presenga do componente da MEC e se
multiplicam mais rapidamente do que na auséncia de colageno.
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5.2.2 Caracterizacdo das membranas de nanocelulose e colageno
de ra-touro

A nomenclatura das membranas foi simplificada, de forma que
estas foram denominadas como: COLB para o coladgeno bovino e COLR
para o colageno de ra-touro; NC/COLB para a membrana deNC e
colageno bovino; e NC/COLR para a de NC e colageno de ré-touro.

5.2.2.1 Analise da morfologia dos biomateriais — MEV e confocal

O MEV pode ser utilizado para fornecer informacbes sobre a
morfologia dos biomateriais puros e o comportamento dos mesmos
guando combinados. Da analise morfologica, sdo obtidas imagens
bidimensionais que permitem relacionar e comparar o arranjo das
nanofibrilas das membranas biopoliméricas, a forma com que ocorreu a
incorporacdo do colageno na nanocelulose e as diferengas micrograficas
entre os coldgenos de ra-touro e bovino. Esta é uma técnica eficiente e
amplamente utilizada para capturar a estrutura de rede na caracteristica
de hidrogéis (Moraes, 2013). As imagens obtidas por MEV sdo
apresentadas nas Figura 11e Figura 12.

Figura 11— Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) das amostras de (a) colageno bovino (COLB) e (b) colageno de
ra-touro (COLR).

a)

A analise morfol6gica do colageno bovino (Figura 11a) foi
similar & encontrada por Li e colaboradores (2013) e Ma e colaboradores
(2003), a qual mostrou poros alveolados uniformes e regulares. Isto ndo
ocorreu para a amostra do colageno de ra-touro (Figura 11b), que
apresentou uma morfologia irregular, com a presenca de fibras e
interface densa. Esta diferenca pode estar relacionada ao teor de
aminoacidos presentes em ambos colagenos, conforme a Tabela 3.
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Entretanto, esta disposicdo das fibras de colageno ndo interferiu na
interacdo com as fibras celulésicas, como pode ser visto na Figura 12.

Conforme o relatério de ensaio (CQ6217/2012) realizado pelo
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos do governo de Sdo Paulo
em 2012, cedido pela empresa VellyFARM (fornecedora da pele de ra-
touro para a realizacdo deste trabalho) e pelo relato de Li e
colaboradores (2003) na literatura, € possivel observar o teor de
aminoacidos na pele de ra-touro liofilizada (Tabela 3). Na coluna a
direita da tabela, foram colocados os valores para o coladgeno bovino, a
fim de comparagéo dos mesmos.

Tabela 3 — Teor de aminodacidos presentes na pele de ré-touro e de
bovinos (resultados expressos em residuos/1000 residuos).

Aminoacidos Colageno de ra-touro Colageno bovino
Acido aspartico 53 53
Acido glutamico 80 80
Serina 53 39
Glicina 300 330
Histidina 6 5
Arginina 56 50
Treonina 23 18
Alanina 119 119
Prolina 113 121
Tirosina 5 3
Valina 25 21
Metionina 5 6
Cistina 8 --
Isoleucina 11 11
Leucina 27 23
Fenilalanina 18 3
Lisina 33 26
Hidroxiprolina 54 94
Hidroxilisina 11 7

Fonte: adaptado de (Li et al., 2003).

Observa-se a similaridade dos valores para a maioria dos
amino4cidos apresentados na tabela. Destaca-se o conteido de glicina e
prolina muito préximos para os colagenos bovino e de ré-touro, ja que
estes dois aminoacidos sdo os principais constituintes de coladgenos. O
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teor de hidroxiprolina na amostra colagena € determinante quanto a sua
estabilidade da tripla hélice (Qian et al., 2007). Isto confirma a
temperatura de desnaturacdo mais baixa para o colageno de ra-touro e a
disposic¢do distinta das fibras vista ao MEV.

Figura 12 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das
amostras de (a) nanocelulose (NC); (b)nanocelulose e colageno de réa-

touro (NC/COLR) e (c) nanocelulose e colageno bovmo (NC/COLB)

A micrografia da membrana de NC (Figura 12a) revelou a
interface de uma matriz densa e porosa formada por uma estrutura
tridimensional entrelacada de nanofibras. As fungdes bioldgicas e as
inimeras aplicacBes da nanocelulose devem-se a distinta morfologia de
suas fibras. Esta hierarquia morfolégica é definida por fibrilas
elementares, microfibrilas e as bandas microfibrilares (Salvi, 2010). As
micrografias obtidas foram similares as encontradas por Luo e
colaboradores (2008). Pértile (2007) diz que a porosidade da celulose
pode variar dependendo do grau de interligagcdo entre as microfibrilas,
tornando a malha de fibras mais densa. O processo de secagem da NC
também interfere na porosidade do material, sendo que quando secas em
estufa, a porosidade e o tamanho dos poros diminuem
consideravelmente.

Na superficie da membrana de NC/COLR (Figura 12b), pode-se
observar a formacdo de duas fases distintas, deixando a membrana
biopolimérica com superficie irregular, aspectos fibrosos na superficie e
preenchimento de coldgeno na estrutura de celulose. Os cristais que
aparecem na micrografia correspondem a presenca de NaCl proveniente
da precipitacdo e da dialise incompleta, que foi confirmada com a
andlise do detector de dispersédo de energia (EDS). O EDS é acoplado ao
MEV a fim de analisar a pureza dos materiais gerando imagens
composicionais dos elementos identificados (Santos et al., 2013).

As imagens das amostras contendo colageno de rd-touro
mostraram contaminacdo por cristais de NaCl antes da dialise (Figura
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12b), assim como para Santos e colaboradores (2013), tal como indicado
pela presenca dos picos de alta intensidade para estes elementos no
respectivo espectro de EDS. A andlise concentrou-se sobre as areas
especificas que mostraram a presenca de NaCl em concentracdes
elevadas. Todavia, a presenca do sal contribui para evitar a desnaturagao
proteica.

A membrana de NC/COLB (Figura 12c) se apresentou como um
material poroso caracteristico de hidrogéis, com estrutura constituida de
arranjos de fibras regularmente dispostas, interconectadas nas trés
dimensdes. O fato de o colageno bovino puro ndo apresentar muitas
fibras aleatdrias é ressaltado no aspecto regular e de preenchimento na
membrana com NC.

Para Luo e colaboradores (2008), as membranas biopoliméricas
apresentaram nanofibrilas mais porosas, com estrutura organizada e area
superficial grande, necessario a adesdo das células e que permite o
crescimento celular e o uso na engenharia tecidual.

Zhijiang e Guang (2011) concluem que as imagens obtidas pelo
MEV mostram que as moléculas de coldgeno podem penetrar na
membrana de NC formando uma membrana polimérica com estrutura
mista de poros interligados e com grande area de superficie.

Os substratos 3D irregulares e porosos tém sido amplamente
usados para suporte de cultivo celular. O tamanho e o grau de
interconexdo entre 0s poros sao pré-requisitos para permitir a invasdo
celular e vascular (Oliveira, 2009).

A analise morfoldgica utilizando a microscopia eletrénica
confocal permite a visualizagdo da distribuicdo dos constituintes do
biomaterial produzido, bem como a disposi¢cdo dos mesmos quando
puros. A Figura 13 apresenta a distribuicdo das fibras de NC e colageno.
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Figura 13 — Imagens obtidas pela microscopia eletronica confocal para
(a) nanocelulose (corada com Calcofluor White), (b), colageno de ré-
touro (corado com Sirius red) e (c) nanocelulose e colageno (corada
com Calcofluor Whitee Sirius red).

A visualizacdo da distribuicdo das nanofibras de celulose
encontradas neste trabalho foram muito similares as encontradas por
Phan et al. (2015), embora estes autores tenham apresentado o
biomaterial com tamanho de fibras distintos. Isto deve estar relacionado
a area e ao lado da membrana dos quais as imagens foram obtidas.

As imagens obtidas para ambos colagenos puros e seus
biopolimeros tiveram o mesmo comportamento, ja que a analise
confirma ou ndo a presenca dos biomateriais em quest&o.

A coloracdo das fibras colagenas é possivel devido a propriedade
de anisotropia Otica do material (Aranha, 2010). Um raio de luz
polarizado, ao atravessar o material, sofre o fendmeno da dupla refracéo,
apresentando dois raios refratados: um lento e outro rapido, cujas
velocidades sdo inversamente proporcionais aos indices de refragdo. A
diferenca numérica entre estes dois indices é chamada de birrefringéncia
(Jungueira; Bignolas; Brentani, 1979).

Esta é uma propriedade anisotropica 6tica, podendo determinar e
guantificar a ordenacdo macromolecular de estruturas bioldgicas,
informando sobre a morfologia e direcdo das fibras, através da
propagacdo desigual da luz. O material birrefringente apresenta um
brilho intenso exibido pelas fibras, correspondentes aos indices de
refracdo, quando sdo posicionadas a 45° do plano de polarizacdo de luz.
A alta intensidade de brilho é proporcional a espessura e a diferenca de
fase entre as frentes de luz emergentes do material em anélise
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(Rodrigues, 2009; Montanha, 2012). As moléculas alongadas do corante
estdo ligadas as fibras colagenas de tal forma que o0s seus eixos
longitudinais s&o paralelos, resultando em uma birrefringéncia reforcada
(Suzuki, 2013).

Segundo Souza (2013) e Suzuki (2013), quando estudadas sob
microscopia, as fibras de colageno do tipo |, fortemente birrefringentes,
que forem coradas com Sirius red podem ser observadas em tons de
amarelo, dourado ou vermelho. As moléculas de colageno séo ricas em
aminoacidos basicos, reagindo fortemente com 4acidos. O Sirius red,
corante anibnico forte, cora 0 colageno por meio da reacdo dos seus
grupos sulfonicos (Figura 14) com 0s grupos basicos presentes nas
moléculas colagenas (Ravichandran et al., 2012). Neste trabalho, as
fibras de colageno estdo coradas de vermelho, conforme visto na Figura
13 (bec).

Figura 14 — Estrutura quimica do corante Sirius red.
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Na Figura 13c é possivel observar a sobreposicdo das coloracdes
das fibras de nanocelulose e colageno. Corroborando com a analise
bidimensional mostrada pelas imagens 2D de microscopia eletrénica de
varredura (Figura 12), as fibras de coladgeno estdo distribuidas
uniformemente entre as fibras de NC.

Na literatura, ndo foram encontrados resultados similares quanto
ao uso de microscopia eletrébnica confocal para coloracdo de
biopolimeros de NC e colageno por Sirius red. Entretanto, Suganya e
colaboradores (2014), por exemplo, utilizaram a técnica para visualizar
a expressdo de colageno em biopolimero de fibroina de seda e colageno,
com resultados similares a este trabalho. As andlises de microscopia
foram Uteis na confirmacdo da presenga de colageno entrelagcado as
fibras celul6sicas, de maneira homogénea.
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5.2.2.2 Temperatura de transi¢do vitrea e temperatura de fusdo dos
biomateriais

A técnica de deteccdo da calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) foi usada para estudar o comportamento térmico do colageno. A
temperatura de transicdo mais elevada indica que o coladgeno apresenta
maior estabilidade em um ambiente de alta temperatura. A estabilidade
térmica também influencia sobre a durabilidade dos biomateriais & base
de colégeno. DSC ¢é uma Otima ferramenta para a medi¢do de
temperatura e fluxo de calor associada com temperaturas de transicao de
fase dos materiais. Uma amostra de referéncia e um inerte sdo
aquecidos/arrefecidos a uma taxa escolhida num ambiente controlado. A
fim de manter a mesma temperatura entre a amostra e a referéncia, o
fluxo de calor é aplicado a amostra. Este fluxo é gravado de modo a
refletir as alteragBes térmicas no interior da amostra, tais como de
transicdo vitrea, de fusdo e de cristalizacdo (Ferreira et al., 2012).Na
Figura 15, sdo apresentadas as curvas de DSC das amostras e a Tabela 4
relaciona os dados (valores) determinados a partir das curvas.

Figura 15— Curvas de DSC de nanocelulose (NC), colageno bovino
(COLB), colageno de ra-touro (COLR), nanocelulose e coladgeno bovino
(NC/COLB) e nanocelulose e colageno de ra-touro (NC/COLR).
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Tabela 4- Temperatura de transicéo vitrea (T) e de fuséo (T,) obtidas
das curvas de DSC de nanocelulose (NC), colageno bovino (COLB),
colageno de rd-touro (COLR), nanocelulose e colageno bovino
(NC/COLB) e nanocelulose e colageno de ra-touro (NC/COLR).

Amostra T, (°C) Tm (°C)
NC 36 -
COoLB 42 102
COLR - 79
NC/COLB 43 101
NC/COLR - 74

A Ty de macromoléculas cristalinas como a NC é muito dificil de
ser detectada, devido as largas curvas de fluxo de calor, o que faz com
que qualquer desvio da linha base se torne quase indistinguivel (Pértile,
2007). Para a NC pura, foi possivel observar uma T4 em 36 °C, similar
ao encontrado por Pértile(2007), igual a 35,5 °C.

Assim como para Tonhi e Plepis (2002), a T4 (ou temperatura de
desnaturagdo) do COLB foi de 42 °C, j& que ambos sdo de fonte
bovina.N&o foi possivel observar a T, para a amostra de COLR nesta
analise, haja vista que a curva inicia em 40 °C, bem abaixo da esperada.
Todavia, este dado ja foi obtido pela andlise vista no item 4.2.5
(Temperatura de desnaturacdo do colageno), na etapa de caracterizagéo
inicial da amostra. A T, da NC/COLB foi similar a do colageno puro.

Os dados de temperatura de fusdo obtidos pela analise indicam
gue ocorre decomposicao do colégeno a partir de 74 °C para 0 COLR e
de 101 °C para o COLB. Para a aplicacdo desejada, ou seja, ao uso para
cicatrizacdo de feridas, conclui-se que estes valores sdo relevantes
porque estdo bem acima da temperatura corporea.

5.2.2.3 Estahilidade térmica dos biomateriais

A andlise termogravimétrica (TG) € um processo continuo, que
envolve a medigdo da massa da amostra em conformidade com o
aumento da temperatura sob a forma de aquecimento programado.
Tendo em vista que a TG proporciona melhor compreensdo do
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comportamento da estabilidade e da decomposicdo térmica (Kim et al.,
2011), estas caracteristicas foram investigadas e descritas na
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Figura 16-Curvas TG/DTG para nanocelulose (NC); colageno
bovino (COLB); colageno de ré-touro (COLR); nanocelulose e
colageno bovino (NC/COLB); e nanocelulose e coladgeno de ra-touro
(NC/COLR): a) perda de massa (%) (TG) e b) perda de massa
(%)/temperatura (°C)(DTG).

e Tabela 5.

A termogravimetria diferencial (DTG) é uma técnica que fornece
a primeira derivada da curva TG, em funcdo do tempo ou da
temperatura. A curva DTG apresenta esta informacgdo de uma maneira
mais visualmente acessivel, visto que as curvas de DTG ndo contém
mais informagGes do que as de TG. A DTG indica exatamente as
temperaturas do comeco, da taxa maxima e a temperatura do final da
mudanga. O pico corresponde ao evento de maior perda de massa que
ocorreu durante todo o processo de aquecimento de cada
amostra(Moraes, 2013).
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Figura 16-Curvas TG/DTG para nanocelulose (NC); colageno bovino
(COLB); colageno de ré-touro (COLR); nanocelulose e colageno
bovino (NC/COLB); e nanocelulose e coldgeno de ré-touro
(NC/COLR): a) perda de massa (%) (TG) e b) perda de massa
(%)/temperatura (°C)(DTG).
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Tabela 5 — Temperatura de degradacdo térmica (Tonst) € temperatura
maxima de degradacao (Tmax) das amostras obtidas por TG.

Amostra NC COLR COLB NC/COLR NC/COLB
Tonset1 (°C) - 36 39 43 45
Tmax1 (°C) - 47 84 57 68
Perdade massa; (%) 6,7 1,27 14,8 2,4 11,8
Tonset2 (°C) 322 236 281 282 278
Tmax2 (°C) 363 327 352 332 333
Perda de massa, (%) 91,3 123 76,7 30,9 76,7

A curva obtida para a membrana de NC geralmente mostra dois
eventos significativos de perda de massa, sendo o primeiro observado
entre a temperatura ambiente e 100 °C associado a perda de agua e de
proteinas; o segundo, observado em T igual a 322 °C. Foi observado
0 primeiro evento para a amostra, indicando que ndo foi realizada uma
remogdo efetiva da matéria proteica e de outros ingredientes do meio de
cultura por meio da purificacdo por tratamento com solucdo alcalina
(Hassan et al., 2013).

Segundo Mohammadkazemi; Azin e Ashori (2015), a NC
apresenta um segundo evento de perda de massa, que é atribuido a um
processo de decomposicdo a temperaturas entre 200 e 250 °C. Entre
360-390 °C, a decomposicdo das amostras resultou numa perda de
massa significativa (70-80%). Este caso também pode estar associado a
degradacdo da celulose, incluindo despolimerizacdo, desidratacdo e
decomposicdo de unidades glicosidicas, seguido pela formacdo de um
residuo de carbono, como citado por Salvi (2010) e Stumpf (2012). A
temperatura maxima de decomposicdo € um critério de estabilidade
térmica.

Os dados de TG mostraram que a membrana de NC/COLB
apresentou a estabilidade térmica mais baixa, com Tgnser €m 300 °C,
cerca de 33 a 35 °C inferior a Tyt da NC. A membrana de NC/COLB
apresentou comportamento similar ao colgeno puro.

As membranas biopoliméricas apresentaram 0 mesmo
comportamento no que tange a estabilidade térmica, todavia, a perda de
massa foi muito distinta. Isto indica que a incorporagdo do coléageno nas
membranas foi realizada da mesma maneira para ambas e que a
utilizacdo do colageno de ré-touro é viavel segundo esta técnica.

Observa-se que a membrana de NC/COLR absorveu a menor
guantidade de agua (2,4%) e apresentou estabilidade térmica similar a
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membrana de NC/COLB, com Tyt €m 282°C e 278 °C,
respectivamente.

O valor da perda de massa final das amostras envolvendo
colageno bovino foi o mesmo, similar ao encontrado por Amsaveni e
colaboradores (2013), indicando que a presenca de celulose ndo
influenciou no resultado final, o que ndo aconteceu nas amostras com
colageno de ra-touro.

Moraes (2013) observou a temperatura maxima para o COLB a
325 °C, similar a encontrada para 0 COLR (327 °C). Além disso, o
COLR absorve 1,27% de agua, inferior ao percentual de dgua absorvida
pelo COLB (14,8%). Esta absorcdo de agua inicial é interessante a
aplicacdo em cicatrizacdo de feridas, uma vez que estd intimamente
ligada & absorcdo do excesso de exsudato (Li et al., 2014).

A presenca de NC no biomaterial com COLR aumentou a
temperatura de inicio de degradacédo, provavelmente pela boa interacéo
entre 0s materiais. Lin e Liu (2006) relataram que a temperatura de
degradacdo mais elevada influencia sobre a durabilidade dos
biomateriais e indica que o colageno apresenta maior estabilidade num
ambiente de alta temperatura, embora a aplica¢do para cicatrizacdo de
feridas ndo necessite de altas temperaturas. Similar aos resultados de
Saska e colaboradores (2012), a temperatura de degradacdo das
membranas biopoliméricas € menor que a da NC. Este comportamento é
associado a cisdo de ligagBes de hidrogénio e a reducéo da cristalinidade
da NC pela incorporacdo de colageno.

5.2.2.4 Caracterizacdo dos grupamentos funcionais dos
biomateriais

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
com refletancia atenuada (FTIR-ATR) é um dos métodos mais rapidos e
eficazes de caracterizagdo dos grupamentos funcionais de um composto
guimico e se aplica tanto a andlise qualitativa quanto a quantitativa de
solidos, liquidos ou gases. As quantidades de analito usadas sdo
pequenas (da ordem de miligramas ou fragdo); a amostra ndo é destruida
no ensaio e pode ser recuperada apés a medida do espectro (Mazur,
2012; Moraes, 2013). A analise permite observar moléculas organicas e
inorganicas na faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™. Essa
técnica produz informagdes sobre a vibracdo das unidades atdmicas e
moleculares (Campos, 2008).
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A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta 0s
spectros de FTIR-ATR das amostras de nanocelulose, colageno de ré-
touro e bovino, bem como os espectros das membranas biopoliméricas.

Figura 17 — Espectros de FTIR-ATR das amostras de nanocelulose
(NC), colageno de réa-touro (COLR), coladgeno bovino (COLB) e
membranas hibridas de NC/COLR e NC/COLB.

COLB
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COLR
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BNC/COLR
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Numero de onda (cm™)

Tabela 6 — Dados obtidos dos espectros de FTIR-ATR das amostras de
nanocelulose (NC), colageno de ra-touro (COLR), coladgeno bovino
(COLB) e membranas de NC/COLR e NC/COLB.

Nmero de onda (cm™)
NC | COLB | COLR [NC/COLB | NC/COLR

Estlramentgﬂos grupos - | a0 ) ) 3394 3453
Estiramento C-H de
alcanos e assimétrico CH,
Amida | (absorcéo de
C=0, associada a estrutura| - 1652 1651 1665 1651
secundaria proteica)
Amida Il (deformacéo N-
H e estiramento da ligacdo| - 1523 | 1560 1560 1560
C-N)

Amida Il (estiramento C-
N e deformacgdo N-H)

2897 - - 2882 2888

- 1293 | 1235 1242 1250
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Comparando os espectros de FTIR para a NC, a banda larga na
regido de 3500 cm™ é caracteristica do estiramento dos grupos
hidroxilas presentes na celulose (Luo et al., 2008; Kim et al., 2011).
Assim como para Lin et al. (2013) e Castro et al. (2014), no espectro da
NC foram encontradas bandas a 2897 cm™, correspondente ao
estiramento C-H de alcanos e de CH, assimétrico; e a 1030 cm™, que diz
respeito ao estiramento da ligagdo C-O-C.

Muyonga; Cole e Duodu (2004)e Yan e colaboradores (2008)
obtiveram espectros das amostras de colageno pisceo do tipo | similares
aos encontrados neste trabalho. Identificam-se as bandas de amida A em
3300 e 3436cm™ para os colagenos de ri-touro e bovino,
respectivamente, e em 3434 cm™ para as referéncias citadas. Segundo
Singh et al. (2011), a ligagdo N-H ocorre no intervalo de 3400 a
3440 cm™ (Amida A) e quando o grupo N-H de um peptideo esta
envolvido em uma ligacdo de hidrogénio, a posicdo € deslocada para
frequéncias mais baixas, geralmente em torno de 3300 cm™. Para a
amida B (2935 cm™), relacionada com o grupo CH,, foram observadas
as bandas a 2900 (COLB) e a 2950 cm™ (COLR) para os colagenos
puros e nas membranas biopoliméricas, o valor obtido foi de 2950 cm™
para ambas.

A posicdo da banda da amida | é a de absorcdo de C=0, associada
a estrutura secundaria da proteina (Yan et al., 2008). As bandas que
comprovam a presenca da amida | nas amostras com colageno estdo na
faixa de 1600-1700 cm™(Wang; Zhu; Du, 2011), sendo que para o
COLB foi encontrada a 1652 cm™; para o COLR foi a 1651 cm™; e nas
membranas biopoliméricas foi possivel observar a 1665 cm™
(NC/COLB) e a 1651 cm™ (NC/COLR). Destaca-se que hos
biopolimeros houve deslocamento de banda, significando maior
interacéo.

A banda atribuida & amida 11 é mista, resultante da deformacéo N-
H e estiramento da ligacdo C-N e observada a 1560 cm™. Para as
amostras de colageno puro, verificaram-se as bandas a 1523 cm™
(COLB) e a 1560 cm™ (COLR). E nas membranas biopoliméricas, foi
obtido o valor de 1560 cm™. A regi&o a 1235 cm™ é atribuida & amida 111
(relacionadas com as vibrag6es de estiramento C-N e deformacdo N-H).
A frequéncia obtida para o COLR foi de 1235 cm™ e para o COLB foi
1293 cm™. J4 os biopolimeros apresentaram resultados de 1242 cm™
(NC/COLB) e 1250 cm™ (NC/COLR) (Belbachir et al., 2009; Wang;
Zhu; Du,2011; Albu et al., 2014).
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Para a membrana deNC com COLB, observam-se 0s picos a 3394
e a 2882 cm™. Para a combinacdo com COLR, foram encontrados a
3453 e a 2888 cm™. O deslocamento e a amplificacdo destas bandas
comparado a NC se deve provavelmente a combinacéo das vibragdes de
alongamento das ligagdes de O-H e N-H, como encontrados em Albu et
al. (2014).

Além disso, ressalta-se que a relagdo de transmitancia de
T1434/T1234 para as amostras de colageno puro foi de aproximadamente
1,0, o que indica que a estrutura helicoidal tripla do colageno foi
preservada e esta intacta (Pati; Adhikari; Dhara, 2010; Mandal et al.,
2012). Se o valor for significativamente menor e préximo de 0,6, o
colageno pode ter desnaturado e virado gelatina.

Mediante estes resultados, observa-se que o0 COLR apresenta as
bandas que comprovem a origem colagena, comparado ao COLB. O
ensaio realizado com as membranas biopoliméricas produzidas
comprova a presenca das bandas correspondentes @ NC e ao colageno.

53  EFEITO DO COLAGENO NA MIGRACAO E INVASAO DE
QUERATINOCITOS

5.3.1 Ensaio de migracao celular

A migracdo dos queratindcitos quando na presenca de coladgeno
de ra-touro e bovino, nos tempos de 0 e 48 h, pode ser observada nas
figuras abaixo. A diminuicéo da area da ferida ao longo de 48 h foi vista
nas Figuras 18 e 20, na forma de uma observacdo representativa. A
demonstracdo dos dados deste ensaio de migracdo celular in vitrose
encontra nas Figuras 19 e 21.
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Figura 18 — Observacdo representativa da migracdo de queratindcitos
induzidos pela presenca de colageno nas amostras controle e de
NC/COLRa (38,5 pg-mL™), NC/COLRb (95,5 pg-mL™) e NC/COLRc
(273,5 ug-mL™).

oh
48 h

Controle BNC/COLRa BNC/COLRb  BNC/COLRc

Figura 19 — Taxa de migracdo de queratindcitos correspondente a NC,
NC/COLRa (38,5 pg-mL™), NC/COLRb (95,5 pg-mL™) e NC/COLBc

(273,5 pg-mL™). (As letras iguais apresentam significancia diferente de
p<0,005).
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Figura 20— Observagdo representativa da migragdo de queratindcitos
induzidos pela presenca de colageno nas amostras controle e de COLBa
(Img-mL™"), COLBb (5mg-mL™), COLBb (10 mg-mL™), COLRa
(38,5 ug-mL™), COLRb (95,5 ug-mL™) e COLRc (273,5 ug-mL™).

0 h-.....

48h

JES

Controle COLBa COLBb COLBc  COLRa COLRb  COLRc

Figura 21 — Taxa de migracdo de queratindcitos correspondente ao
controle, COLBa (1mg-mL'), COLBb (5mg-mL™") COLBc
(10 mg-mL‘?, COLRa (38 pg-mL™), COLRb (95 pug-mL™) COLBc
(273 pug-mL™). (As letras iguais apresentam significancia diferente de
p<0,005).
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Analisando as Figuras 18 e 19, conclui-se que a presenca de
colageno ¢é relevante na aceleragdo do fechamento da ferida. Observou-
se que a concentracdo de colageno influencia diretamente na diminuicao
da area. A presenca de baixas concentracfes coladgenas permite que os
queratindcitos migrem mais rapidamente do que em altas.
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Rezazade Bazaz (2013) realizou testes in vivo em ratos com a
pele de ra-touro liofilizada aplicada sobre as feridas e observou que esta
acelerou o processo de cicatrizacdo devido a presenca de lipidios e
colageno na mesma. Estes dados sugerem que a utilizacdo do colageno
da pele de ra-touro induz ao fechamento da ferida.

Comparando os resultados da area fechada da ferida de COLBa
(1mg-mL?) e COLRa (38 ug-mL™), observa-se que estatisticamente
ambos sdo iguais, mesmo que a concentragdo de COLRa seja cerca de
26 vezes menor que a de COLBa. Esta diferenca de concentracdo esta
associada a presenca de impurezas tanto no colageno bovino quanto no
de réa-touro, considerando os dados obtidos pela andlise de proteinas
totais pelo método de Lowry e de coldgeno por meio do corante Sirius
red. Considera-se relevante a utilizacdo do coldgeno de ra-touro em
substitui¢do ao coladgeno bovino.

A porcentagem do fechamento de ferida foi relatada na Figura 21,
guando os biopolimeros foram adicionados sobre os queratindcitos.
Considerando os valores de incorporagéo do coldgeno descritos no item
4.3.2, as membranas contendo 273,5 pg-mL™ de COLR (NC/COLRc)
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando
houve a comparacio com as membranas contendo 38,5 e 95,5 pg-mL™
(NC/COLRa e NC/COLRDb, respectivamente). Porém, isto ndo foi
observado quando estas foram comparadas com o controle (NC).

O fechamento da ferida realizado pelas membranas
biopoliméricas variou conforme concentra?ao de colégeno
incorporado. Isto é, a NC/COLRc (2735ug mL™) diminuiu a éarea
ferida mais rapidamente do que as outras (Figura 20).

Nao foram encontrados registros na literatura sobre o ensaio de
migracdo celular in vitro utilizando colageno de ré-touro e nanocelulose.

O comportamento de células cutaneas pode ser investigado com o
uso de cultura de células, como os queratindcitos (Keira et al., 2004).
Em tecidos normais, o colageno fornece a forca, a integridade e a
estrutura. Quando os tecidos sdo rompidos apos a ferida, o colageno é
necessario para reparar o defeito e restabelecer a estrutura anatdmica e a
funcdo. O colageno tem sido um dos materiais mais utilizados na
medicina para reparacdo do dano ou trauma quimico-mecanico, da pele
ou mucosas devido a sua biocompatibilidade e sua capacidade de
promover cicatrizacdo de feridas. Ainda ndo ha indicaces claras do seu
mecanismo de acdo, mas acredita-se que seja promovido pela sua
nanoestrutura caracteristica, que proporciona condicdes favoraveis para
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a cura de feridas e regeneracdo tecidual. Desta forma, novos estudos in
vitro e in vivosao necessarios, pois poderdo promover o entendimento de
sua interacdo com os tecidos (Wanet al., 2007).

Como reportado por Osman e colaboradores (2007) e Muangman
(2011), o potencial de cicatrizagdo da NC é evidenciado por meio destes
resultados. Ressalta-se que a porcentagem é estatisticamente igual a
demonstrada pelas membranas biopoliméricas. Lin e colaboradores
(2013) realizaram testes in vitro com membranas de nanocelulose e
quitosana e foi observada a reparacdo tecidual de 30% a 48 h. Souza
(2013) realizou testes in vivo utilizando membranas de nanocelulose e
colageno bovino e a reparacgdo tecidual em 72 h foi de 20%. Comparado
a estes, o produto biopolimérico desenvolvido neste trabalho pode se
tornar mais promissor quando aplicado em animais € humanos, uma vez
que em 48 h foi observada uma porcentagem de migragdo celular de
aproximadamente 40%.
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CONCLUSOES

Foi possivel extrair 0 colageno presente na pele de ra-touro,
com resultados similares aos da literatura, quanto a massa seca
liofilizada ao fim do processo. Ressalta-se a viabilidade de
extracdo quanto ao custo, ja que 0S comerciais Sdo
extremamente caros;

As proteinas totais e 0 coldgeno foram quantificados apés a
extracdo, ressaltando a quantificagdo como o diferencial deste
trabalho;

O perfil eletroforético foi caracterizado e é caracteristico de
colageno tipo | e a temperatura de desnaturacdo encontrada é
caracteristica de anfibios;

Coberturas foram formadas por nanocelulose e colageno de ra-
touro, obtendo-se um biomaterial com as melhores
caracteristicas de ambos;

As andlises 2D e 3D de microestrutura comprovam o
entrelacamento de ambos os colagenos entre as fibras de
nanocelulose, quando na forma combinada;

As analises térmicas indicam que as amostras apresentam
estabilidade necesséria a aplicacdo como cobertura de feridas;
A caracterizacdo dos grupos funcionais confirma as bandas
caracteristicas do colégeno extraido e, a interacdo destes com a
nanocelulose e comprova que a extracdo do colageno manteve a
estrutura helicoidal tripla intacta;

Foi verificado que baixas concentracfes de colageno de ra-
touro em solugdo e o uso do biomaterial de nanocelulose e
colageno de ra-touro na maior concentracdo utilizada aceleram
o fechamento da ferida;

Perguntas de pesquisa — ¢ possivel substituir o colageno
bovino pelo coldgeno de ra-touro com sucesso a area de
cicatrizacdo de feridas.
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APENDICE A — Curva-padréo de quantificacio de proteinas totais
pelo método de Lowry.

Curva-padrao e equacdo da reta da quantificacdo de proteinas totais pelo
método de Lowry.

0,8+
0,74
-
0,6 -
e |
—~ 054 .
£ »
= T
(=] .
3 04 .
~
=y m- Equation y=a+b'x
Weight Ne Weighting
- e Residual Sum of 0,00258
02 - Squares
Pearson's r 089677
‘,,4. Adj. R-Square 0,98247
0,14 Value Standard Eror
e Intercept 0,02814 001212
17 ABS (7500m)  giope 001081 35803564
0,0 T T T T T T T T r T r T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Proteinas totais (ug)






115

APENDICE B - Curva-padrdo de quantificacdo de colageno por

Sirius red.

Curva-padrdo e equacdo da reta da quantificacdo de colageno por Sirius

red.
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