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RESUMO

A Engenharia de tecidos é uma abordagem com particular relevancia no
tratamento de feridas, pois é considerada uma tecnologia biomédica
promissora que visa a regeneracao de tecidos danificados. No entanto,
barreiras para a utilizagdo de biomateriais como substituintes de tecidos
incluem a adesdo de células ao arcabouco exdgeno e a proliferacdo
destas, muitas vezes limitando o seu uso. Visando o desenvolvimento de
scaffolds funcionais para aplicacdes topicas, esta tese esta dividida em
duas partes: a primeira estd relacionada ao desenvolvimento de um
scaffold de nanocelulose bacteriana (BNC) com superficie modificada
pela adsorcdo de Poli-L-Lisina-Colesterol (PLC), aqui denominado
BNC-PLC. O objetivo principal desta parte é modificar
eletrostaticamente a superficie da BNC, para favorecer a interagdo com
as células. O polimero PLC, recém sintetizado e ainda inédito na
literatura, foi caracterizado quanto a ressonancia magnética nuclear
(RMN), espalhamento dindmico de luz (DLS) e mobilidade
eletroforética. O scaffold foi desenvolvido e caracterizado quanto a
espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
microscopia de forca atdmica (AFM). A biocompatibilidade da BNC-
PLC foi analisada através do teste de citotoxicidade direta em
fibroblastos L1929 e através das analises da morfologia, atividade
metabdlica, adesdo celular e expressdo génica por RT-PCR em tempo
real de fibroblastos humanos primarios cultivados sobre as membranas.
Quanto a caracterizacdo da PLC, os espectros de RMN confirmaram a
presenca do grupo colesterol ligado covalentemente a lisina, na
proporcdo de 30%. A analise de DLS confirmou a formacdo de
nanoparticulas de didmetro hidrodindmico médio em 59 nm e indice de
polidispersdo de 0,427 em solugdo aquosa, O potencial zeta apresentado
foi de 48 mV. As andlises para caracterizacdo da BNC-PLC
confirmaram a presenga do polimero adsorvido na superficie da
membrana e auséncia de nanoparticulas depositadas, indicando que o
polimero se desenovela e expde as moléculas de colesterol sobre as
fibras da BNC. As andlises de biocompatibilidade revelaram a auséncia
de toxicidade e aumento da atividade metabdlica e adesdo de
fibroblastos humanos primarios. A analise por PCR em tempo real
indicou um aumento significativo da expressdo de colageno, integrina
al e integrina a2 nos fibroblastos cultivados sobre a BNC-PLC
comparado a BNC. Dadas as suas caracteristicas e compatibilidade
celular, o scaffold desenvolvido apresenta potencial para a regeneracéo
tecidual da pele, mais especificamente para aplicacdo topica no



tratamento de feridas.

A segunda parte desta tese descreve os resultados da elaboracdo e
execucdo de um protocolo de estudo clinico fase | para a avaliar a
seguranca de aplicacdo tépica de membranas de nanocelulose
bacteriana. Neste estudo foram utilizadas como modelo membranas de
BNC incorporadas com Aloe vera, aqui denominadas BNC-Aloe. No
teste de seguranca e inocuidade da BNC-Aloe, observou-se que
nenhuma das pessoas voluntarias desenvolveu qualquer sinal e sintoma
de alergia ao produto. A pele no local de aplicagdo manteve-se integra,
sem a presenca de eritema, ressecamento, descamacéo, calor, bolhas,
relatos de dor ou prurido. Os resultados dos pardmetros bioquimicos do
sangue e urindlise também ndo apresentaram alteracdo significativa.
Diante do exposto, ndo houveram evidéncias clinicas de toxicidade da
membrana BNC-Aloe e conclui-se que o biomaterial desenvolvido é
seguro para aplicacdo em humanos.

Palavras-chave: Nanocelulose bacteriana, Poli-L-Lisina-Colesterol,
Aloe vera, cicatrizacdo, engenharia tecidual.



ABSTRACT

Tissue engineering is a particularly relevant approach to wound
treatment, as it is a promising biomedical technology aimed at
regenerating damaged tissue. However, barriers to the use of
biomaterials as tissue substituents include cell adhesion to the
exogenous scaffold and proliferation, often limiting its use. Aiming at
the development of functional scaffolds for topical applications, this
thesis is divided into two parts: the first one is related to the
development of a scaffold of bacterial nanocellulose (BNC) for topical
application, with surface modification by the adsorption of Poly-L-
lysine-cholesterol (PLC), herein called BNC-PLC. The main objective
of this part is to electrostatically modify the surface of BNC, to improve
the interaction with cells. The recently synthesized polymer PLC has
been characterized by nuclear magnetic resonance (NMR), dynamic
light scattering (DLS) and electrophoretic mobility. The scaffold was
developed and characterized by Fourier Transform Infrared (FTIR)
spectroscopy and atomic force microscopy (AFM). The biocompatibility
of BNC-PLC was analyzed by the direct cytotoxicity test in L929
fibroblasts and through analyzes of cell morphology, metabolic activity,
adhesion and gene expression by real-time RT-PCR of primary human
fibroblasts cultured on the membranes. As for PLC characterization, the
NMR spectra confirmed the presence of the cholesterol group covalently
bound to lysine in the proportion of 30%. The DLS analysis confirmed
the formation of nanoparticles with average hydrodinamic diameter of
59nm with polidispersion index of 0,427 in aqueous solution and zeta
potential of 48 mV. The BNC-PLC characterization confirmed the
presence of the polymer adsorbed on the surface of the membrane and
absence of nanoparticles deposited on the surface of the BNC, indicating
that the polymer adsorbs to the surface and exposes the cholesterol
molecules. Biocompatibility analyzes revealed the absence of toxicity
and increased metabolic activity and adhesion of primary human
fibroblasts. Real-time PCR analysis indicated a significant increase in
the expression of collagen, al integrin and o2 integrin in fibroblasts
cultured on BNC-PLC compared to BNC. Given its characteristics and
cellular compatibility, the developed scaffold presents potential for the
tissue regeneration of the skin, more specifically for topical application
in wound healing purposes. The second part os this thesis describes the
results of the elaboration and execution of a phase | clinical study
protocol to evaluate the safety of topical application of bacterial
nanocellulose membranes. In this study BNC membranes incorporated



with Aloe vera, herein denominated BNC-Aloe, were used as sample
model. In the safety and harmlessness test of BNC-Aloe, it was
observed that none of the volunteers developed any signs and symptoms
of allergy to the product. The skin at the application site remained intact
without the presence of erythema, dryness, scaling, heat, blisters, reports
of pain or itching. The results of the blood biochemical parameters and
urinalysis also did not present significant alteration. Therefore, there
was no clinical evidence of BNC-Aloe membrane toxicity and it could
be concluded that the developed biomaterial is safe for human
application.

Key words: Bacterial nanocellulose, Poly-L-lysine-cholesterol, Aloe
vera, wound healing, tissue engineering.
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1. INTRODUCAO

A morbidade e mortalidade decorrente de Ulceras crbnicas de
diversas origens sdo problemas de satde publica significativos (EMING
et al., 2002). A perda de grandes porcdes de pele devido a queimaduras,
acidentes e doencas pode resultar em deficiéncias severas e até mesmo a
morte (PRIYA et al., 2008). Apesar da maioria das feridas de pele
cicatrizar naturalmente, feridas extensas, crbnicas e irreversiveis
necessitam de uma cobertura especial ou algum substituto de pele para
auxiliar o reparo e a regeneracdo. Apesar dos avangos clinicos no
tratamento de feridas, o impacto econémico e social de feridas sem
tratamento continua crescendo (DINI et al., 2006), demandando novas
estratégias e alternativas tanto para prevenir como para tratar esta
caréncia médica (WONG E GURTNER, 2012).

Atualmente incluem-se como opcles de tratamento para as
grandes perdas de pele os substitutos cutaneos, sejam eles de pele
humana ou de origem sintética. Exemplos disso sdo os aloenxertos
(derivados da pele de cadaver), os xenoenxertos (derivados da pele de
animais) ou os sintéticos (construidos por engenharia de tecidos). A
decisdo de qual substituto cutdneo empregar é determinada por fatores
como tipo, tamanho e profundidade da ferida, comorbidades presentes,
preferéncias do paciente e experiéncia do cirurgido (FERREIRA et al.,
2011).

A engenharia de tecidos tornou-se uma abordagem com
particular relevancia no tratamento de feridas, pois é considerada uma
tecnologia biomédica promissora que visa a reparacdo e a regeneragao
de tecidos danificados (LANGER E VACANTI, 1993). Esta € uma
tecnologia emergente e possui algumas aplicacdes clinicas iniciais
encorajadoras. As potenciais implicagfes para o tratamento do paciente
e impacto econémico sdo enormes (VACANTI, 2001).

De acordo com estudos anteriores, a nanocelulose bacteriana
(BNC) tem sido utilizada como substrato na engenharia de tecidos
devido as suas propriedades fisico-quimicas ideais (WATANABE E
KONDO, 2012). Nesse contexto, a BNC vem sendo amplamente
explorada como material de suporte para o crescimento celular
(scaffold) e regeneracdo de varios tecidos, e possui potencial para se
tornar uma excelente plataforma tecnolégica para medicina (CZAJA et
al., 2006).

Visando o desenvolvimento de scaffolds funcionais para
aplicacdes tdpicas, a presente tese apresenta uma modificacdo inédita na
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superficie da nanocelulose bacteriana (BNC), utilizando a adsorgdo do
polimero Poli-L-Lisina-Colesterol (PLC) para aumentar a eficiéncia de
adesdo e proliferacdo celular ao biomaterial, caracteristicas essenciais na
utilizacdo de biomateriais em engenharia de tecidos, utilizando
simultaneamente dois tipos de interagdes intermoleculares distintas:
interacdo eletrostatica e hidrofobica. Além disso, no intuito de avancar,
de testes pré-clinicos aos testes clinicos e criar um protocolo modelo de
testes destes biomateriais em humanos, foi desenvolvido e testado um
protocolo de estudo clinico fase | para avaliar a aplicacdo topica de
membranas de nanocelulose bacteriana.

Desta forma, esta tese esta dividida em duas partes: a primeira
esta relacionada ao desenvolvimento do scaffold de BNC superficie
modificada pela adsorcdo de um polimero inédito na literatura - Poli-L-
Lisina-Colesterol (PLC), aqui denominado BNC-PLC. A segunda parte
descreve os resultados da elaboracdo e execugdo de um protocolo de
estudo clinico fase | para avaliar a seguranca de aplicacdo de
membranas de BNC em humanos, utilizando como modelo membranas
previamente desenvolvidas através da incorporagéo de Aloe vera (BNC-
Aloe).

/1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um scaffold de nanocelulose bacteriana com modificacédo
de superficie para aplicagdes tpicas

1.1.2 Objetivos especificos

«  Caracterizar o polimero poli-I-lisina-colesterol;

*  Produzir membranas de nanocelulose bacteriana (BNC) com
superficie modificada através da incorporacdo de
homopolimero poli-I-lisina-colesterol (PLC);

» Caracterizar o scaffold BNC-PLC;

» Estabelecer condigdes para a cocultura de fibroblastos e
gueratindcitos nas membranas BNC e BNC-PLC;

» Avaliar a morfologia, atividade metabdlica e adeséo das células
cultivadas sobre as membranas;

«  Estabelecer um protocolo para extracdo eficiente de RNA das
células cultivadas sobre as membranas;

» Analisar a expressdo génica de integrina e colageno em
fibroblastos cultivados sobre as membranas;
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« Elaborar e executar um protocolo de estudo clinico fase I para
analisar a seguranca de aplicacdo topica de compdsitos de BNC,
utilizando a BNC-Aloe como modelo.

1.2 ESTRUTURAGCAO DO TRABALHO

O presente trabalho esta estruturado em 6 capitulos como
descrito a seguir:

1- Introducéo sobre o contelido desta tese e objetivos a serem atingidos;

2- Fundamentacdo teorica: Revisdo bibliografica contextualizada
abordando principios da engenharia de tecidos, nanocelulose bacteriana,
suas modificacdes e aplicacBes para o reparo de tecidos e testes clinicos;
3- Desenvolvimento de scaffold de nanocelulose bacteriana modificado
com Poli-I-Lisina-Colesterol - Nesta secdo, estdo descritos introdugéo,
metodologia, resultados e conclusdes do desenvolvimento e
caracterizacdo do scaffold BNC-PLC.

4- Andlise da seguranca de aplicagdo tdpica de membranas de
nanocelulose bacteriana: teste clinico fase | - nesta secdo estdo
descritos introducdo, metodologia, resultados e conclusdes do
desenvolvimento do protocolo de teste clinico fase | para analise da
seguranca de aplicacdo das membranas BNC, utilizando como modelo
as membranas BNC-Aloe aplicada em voluntarios sadios

5- Referéncias bibliograficas;

6- Apéndices.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

Nas Ultimas trés décadas tém-se visto o surgimento de uma
ciéncia denominada engenharia de tecidos (ET) no qual cientistas,
engenheiros e médicos aplicam ferramentas de diversos campos para a
construcdo de substitutos bioldgicos que se assemelhem a tecidos para
fins de diagndstico e pesquisa, e eventualmente possam substituir (ou
ajudar a regenerar) tecidos doentes e lesionados (BERTHIAUME et al.
2011).

No contexto da Medicina Regenerativa a ET foi abordada por
muitos anos como um dos temas mais importantes da medicina no
século XXI. As aplicagdes da ET podem ser amplamente classificadas
em aplicagdes terapéuticas, onde o tecido é cultivado dentro ou fora do
paciente e posteriormente transplantado; e aplicagdes de diagndstico, em
gue o tecido é desenvolvido in vitro e utilizado para testes de
metabolismo de droga, absorcdo, toxicidade, patogenicidade, etc
(GRIFFITH, 2002). Enquanto os primeiros esforcos clinicamente
relevantes da ET estiveram principalmente preocupados com a geracéo
de substitutos de pele "bioengenheiradas”, subsequentemente outras
aplicacGes tém sido continuamente estendidas para uma ampla variedade
de tecidos e 6rgdos (HORCH et al., 2012). Os principais alvos sdo 0s
tecidos que estdo propensos a lesdes, doencas e degeneracdo. Alguns
orgdos que tém sido foco no desenvolvimento de equivalentes na
engenharia de tecidos estdo listados na tabela 1.

Tabela 1: Overview de 6rgdos desenvolvidos através da engenharia de
tecidos.

Orgéo Funcao Abordagens Desafios
Matriz implantada Falta de elementos
para orientagdo da estruturais, processo

. regeneracao; lento para
Pele Barreira do corpo . g e 1o p
implantes com células crescimento das
autdlogas ou células, pobre
alogénicas vascularizagdo
. Implante de matrizes; Manter a
Barreira . I
. matriz extracelular transparéncia e as
Cornea transparente para - ) -
produzida por células propriedades de
os olhos - - . -
cultivadas ex vivo barreira da matriz
- Desintoxicacdo e Hepatocitos Fonte celular,
Figado

producdo de

Xenogénicos,

manutencao da
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Pancreas

Cartilagem

Coragdo

Rim

Neurdnios e
Medula
espinhal

proteinas
especificas do
figado

Secreta insulina
para manter a
homeostase de
glicose

Componente
critico das
articulagoes

Promove a
circulagdo do
sangue

Regula o volume

de fluido corporal,

0 pH e a excrecdo
de metabolitos

Envio de estimulo
elétrico para
controle das

fungdes do corpo

alogénicos ou
derivados de fontes
celulares; ou
hepatoma
imortalizado semeado
em matrizes
implantaveis;

Transplante de ilhotas
livres ou encapsuladas

Matriz implantada
para orientar
regeneracao;

implantes com células
alogénicas ou
autélogas

Materiais incluindo

orgaos
decelularizados
semeados com células
tronco e progenitoras
diferenciadas em
cardiomiécitos

Néfrons derivados de
células tronco
cultivadas como ex
vivo

Materiais em forma
de tubos para a
orientacdo da
regeneragdo axonal e
células-tronco neurais

funcéo hepatica, alta
densidade de células,
vascularizacéo dos
implantes

Escolha do local do
transplante,
vascularizacéo, fonte
de células, rejeicéo
imunoldgica
Processo lento de
crescimento de
células, controle de
diferenciacéo celular,
durabilidade a longo
prazo

Tumorigénese,
controle da
diferenciacéo celular,
integracéo elétrica

Seletividade
glomerular
replicativa, mantendo
alta permeabilidade
hidraulica
Reconectar os
axonios
adequadamente,
controlando ambiente
pré-inflamatorio,
evitando a formagéo
de tecido cicatricial

Fonte: Adaptado de (BERTHIAUME et al., 2011)

Grande parte das abordagens da engenharia de tecidos utiliza
células vivas, e o fornecimento suficiente de células é uma questdo
importante. O processo comega com uma fonte de células derivadas a
partir de um paciente ou um doador. As células podem ser imaturas,
células tronco, ou células que sdo ja capazes de realizar as funcdes dos
tecidos. As células tronco possuem elevada capacidade proliferativa e de
diferenciacdo em células de mdaltiplas linhagens, o que as tornam
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atraentes para serem derivadas em grandes quantidades de células
(BERTHIAUME et al., 2011). Uma caracteristica importante para que a
abordagem da engenharia de tecidos seja eficaz é o controle do meio
celular, o qual deve mimetizar alguns aspectos criticos do ambiente in
vivo através do estimulo mecénico e material. Persuadir as células a
formar tecido € inerentemente um processo de engenharia, devido ao
fato de eles precisarem de um suporte fisico (geralmente sob a forma de
um scaffold 3-D) bem como de sinais quimicos e mecanicos aplicados
em tempos e locais apropriados para formar as estruturas hierdrquicas
complexas que caracterizam o tecido nativo (GRIFFITH, 2002).

Outro fundamento importante da ET inclui o scaffold, que
fornece uma arquitetura no qual as células semeadas podem se organizar
e evoluir para o érgdo ou tecido desejado antes de serem implantados.
Scaffolds sdo estruturas porosas, biodegradaveis, produzidas a partir de
materiais naturais ou polimeros sintéticos. Eles podem ser esponjosos,
géis ou estruturas altamente complexas com poros intrincados e canais
que podem ser fabricados usando novas tecnologias de processamento
de materiais (GRIFFITH, 2002).

O scaffold fornece um perfil biomecénico inicial para o tecido a
ser substituido até que as células produzam uma matriz extracelular
adequada durante a formacg&o, deposi¢do, e organizacdo da matriz recém
gerada. O scaffold é degradado ou metabolizado, eventualmente
deixando um 6rgéo vital ou tecido que restaura, mantém ou melhora a
funclo do tecido. O sucesso da organizacdo e desenvolvimento do
tecido depende do sucesso na adesdo celular, transporte de
nutrientes/residuos, diferenciacdo celular, viabilidade celular e
organizagdo matricial.

O desenvolvimento de tecidos ou 6rgaos complexos ainda € um
desafio nos dias atuais (IKADA, 2006). Os pesquisadores estdo focados
em quatro pontos principais, 0s quais necessitam otimizacao:
biomateriais, fontes de células, vascularizacdo dos tecidos
(angiogénese), e drug delivery. Os biomateriais e as fontes de células
devem ser especificos para a engenharia de cada tecido ou 6rgdo. Por
outro lado, a angiogénese é necessaria ndo s6 para o tratamento de uma
variedade de condigdes isquémicas, mas também é um componente
critico de todas as estratégias de engenharia de tecidos.

Portanto a ET é uma tecnologia emergente e possui algumas
aplicacdes clinicas iniciais encorajadoras. As potenciais implicagdes
para o tratamento do paciente e impacto econdémico sdo enormes. A
constante comunicacdo interdisciplinar e a cooperacdo entre quimicos,
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engenheiros, bidlogos, cientistas e clinicos é um elemento fundamental
(VACANTI, 2001).

22 A PELE HUMANA E O PROCESSO DE
|CICATRIZACAO

A pele, 0 maior 6rgdo do corpo humano, é organizada em uma
estrutura de camadas formada principalmente pela epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme consiste de camadas de queratindcitos separadas
da derme através da membrana basal. E a camada mais externa da pele,
da por¢do mais interna a superficie; divide-se em subcamadas, sendo:
camada basal, estrato espinhoso, granuloso e corneo. E constituida
histologicamente por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e
sua principal funcdo € a producdo de queratina, proteina responsavel
pela impermeabilidade da pele e prevencdo da evaporagdo de agua da
superficie corporal (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 2004).

A derme é composta de matriz extracelular (MEC) (colageno,
elastina e glicosaminoglicanos) e alguns componentes celulares,
incluindo os fibroblastos, como pode ser observado na Figura 1. Ela
serve de apoio para a epiderme, atuando como elo entre esta e a
hipoderme. A presenga de colageno proporciona caracteristicas de
durabilidade e elasticidade a pele e as fibras de elastina conferem
propriedades de recuo eléstico. Ela ¢é ricamente vascularizada e inervada
e, ainda, possui grande quantidade de vasos linfaticos. Além destas
estruturas, ¢ na derme que se encontram os foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e sudoriparas, apesar de estes serem considerados anexos
epidérmicos, por terem a mesma origem embriologica (BAUMANN,
2004; VILLARINO e LANDONI, 2006).
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Figura 1. Estrutura representativa da pele, mostrando o0s seus
componentes e camadas.
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Fonte: adaptado de BROHEM et al., 2011

Existe também uma camada denominada hipoderme subcutanea
aonde acontece o armazenamento de tecido adiposo e varios outros
apéndices, como foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, glandulas
sebaceas, nervos, vasos linfaticos e vasos sanguineos (BROHEM et al.,
2011).

Estes componentes da pele garantem a homeostase através da
realizacdo de funcgdes criticas. As fungdes desempenhadas pela pele sdo
multiplas, sendo a principal a de prote¢do contra o atrito e a perda de
agua. Isso significa que a pele naturalmente apresenta uma baixa
permeabilidade para a penetragdo de moléculas externas, protegendo os
tecidos subjacentes de infecgdes, desidratacdo e estresse fisico e quimico
(KWON et al., 2015). Ela também participa de outras fungdes no
organismo, como: i) termorregulacdo por meio de seus capilares
sanguineos, tecido adiposo e glandulas; ii) excre¢do de substancias pelo
suor; iii) protecdo contra os raios ultra-violeta, devido a melanina
produzida localmente; iv) aliada a radiagdo solar, transforma precursores
sintetizados no organismo em vitamina D3; e V) enviar informagdes
sensoriais sobre o0 ambiente para o0 sistema nervoso central
(MITRAGOTRI, 2014; BARRY, 2001).

Diversas situaces clinicas, dentre as quais queimaduras,
traumatismos, infecgdes, doencas autoimunes e o que classificamos
como feridas complexas, podem resultar na perda completa do
revestimento cutdneo. Essa perda da barreira cutinea predispbe a
infeccOes, aumento das perdas insensiveis de agua e hipotermia, gerando
aumento de morbidade, internacdes prolongadas com alto custo, e até
morte do individuo (FERREIRA et al., 2011).

As feridas podem ser classificados de acordo com as camadas
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de tecido envolvidas (espessura parcial e total), os tipos de fechamento
(primeira, segunda e terceira intencdo) e complexidade (agudas ou
cronicas). As feridas cronicas sdo aquelas que ndo cicatrizam no tempo
esperado, retardando seu reparo ¢ podendo recidivar. Elas sdo causadas,
freqiientemente, por inflamag&o cronica, alterages vasculares ou danos
traumaticos repetitivos. As feridas agudas sdo geralmente de origem
cirlrgica ou traumatica, evoluem de forma previsivel e rapida até o
reparo e resultam em cicatrizacdo efetiva (DOUGHTY, 2007).

O processo de cicatrizagdo ocorre fundamentalmente em quatro
fases: i) hemostase, na qual envolve o processo de coagulagdo sanguinea
e formacdo da rede de fibrina para impedir o sangramento no local da
ferida; ii) inflamag&o, com atracdo de macrdfagos e células inflamatorias
para "limpar" a ferida; iii) formacdo de tecido de granulagéo e deposicdo
de MEC (fase proliferativa), fase em que ocorrem os processos celulares
mediados principalmente por queratindcitos e fibroblastos e iiii)
remodelacdo, aonde acontece a contragdo do tecido neo-formado
(GURTNER et al., 2008). Os processos envolvidos na reparagdo do
tecido lesado visam o restabelecimento da homeostasia dos tecidos e a
regeneracdo com a reestruturacdo da atividade funcional da pele
(BALBINO et al., 2005).

A re-epitelizagdo é um pocesso essencial para a cicatrizagdo de
feridas. Esta consiste em trés funcfes primordiais de queratindcitos e
fibroblastos: proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. A proliferacéo
ocorre nas margens da ferida para fornecer células para migracao.
Durante a migragdo, as células migram através do tecido de granulagdo
para formar uma barreira entre a ferida e o ambiente. Por fim, a
diferenciagdo ocorre para formar as camadas estratificadas do novo
epitélio (fungdo atribuida apenas aos queratindcitos). Para recuperar a
integridade do tecido, a migracdo e a proliferacdo sdo assistidos por
receptores essenciais denominados integrinas (PAES et al., 2012). As
integrinas sdo os principais receptores utilizados pelas células animais
para se ligar a matriz extracelular. Eles sdo heterodimeros e funcionam
como conectores transmembrana especificos entre a matriz extracelular
e 0 citoesqueleto de actina (Figura 2). Integrinas e receptores
convencionais de sinalizacdo geralmente cooperam entre si para
promover o crescimento, a sobrevivéncia e a proliferagdo celular
(ALBERTS etal., 2012).
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Figura 2: Representacdo esquematica das sub-unidades de integrinas e
0S seus receptores de matriz extracelular especificos.

[ Receptores de coligeno [7] Receptores de laminina
Receptores especificos [ Receptores de RGD
de leucécitos

Fonte: RIPPA et al., 2013.

\2.3 SCAFFOLDS COMO PRODUTO DE ENGENHARIA DE
‘TECIDO EPITELIAL PARA APLICACAO TOPICA:
|ESTADO DA ARTE

Como as células que compBem o tecido da pele humana crescem
dentro de uma matriz tridimensional (3D), as culturas de célula em
monocamada padrdo (2D) nédo reconstituem a arquitetura fisioldgica da
pele. Substitutos de pele "engenheirados" sugerem a cria¢do de scaffolds
3D como matriz extracelular analdgica para orientar a adesdo celular,
crescimento e diferenciacdo, para que seja formado um tecido funcional
e estrutural. Suportes 3D para a engenharia de tecido epitelial podem
ndo sé cobrir feridas e fornecer uma barreira fisica contra a infeccédo
externa, mas também podem fornecer suporte para fibroblastos (células
da derme) e queratinécitos (células da epiderme). Um scaffold 3D de
sucesso deve ter uma estrutura altamente porosa e boa estabilidade
mecanica, fornecendo espaco estrutural para alojamento e migragdo
celular e permitindo a troca de nutrientes com o meio ambiente (KIM E
KIM, 2007).

Existem no mercado alguns tipos de matrizes para aplicacédo tépica
tais como: matrizes acelulares, matrizes a base de colageno/acido
hialurdnico, matrizes alogénicas cultivadas com queratindcitos
autologos e matrizes inoculadas por diferentes tipos de células
(queratinécitos, fibroblastos da derme e células tronco) (WONG E
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GURTNER, 2012). Uma forma representativa de um substituto de pele
celularizado pode ser observada na Figura 3.

Figura 3: Substituto de pele em bicamada, Apligraf ®

Fonte: Adaptado de ZHONG et al., 2010.

Uma matriz "engenheirada" ideal para aplicacdes topicas deve

oferecer:

7
0‘0

Protecdo - através do estabelecimento de uma barreira
mecéanica contra microorganismos e perda de vapor;
Promocdo - através do fornecimento de componentes,
citocinas e/ou fatores de crescimento que podem
promover melhores respostas de cura da ferida;
Disposicdo - de novas estruturas, tais como colageno ou
células cultivadas que sdo incorporadas a ferida e
persistem durante 0 processo de cicatrizacdo
(SHAKESPEARE, 2005).

Diversos produtos tém sido utilizados para o tratamento de
feridas agudas extensas (especialmente queimaduras) e de feridas
cronicas, tais como Ulceras diabéticas e venosas. Alguns produtos
médicos que estdo disponiveis no mercado, desenvolvidos através da
engenharia de tecidos, estdo listados na Tabela 2:



Tabela 2: Substitutos de pele aprovados pelo U.S. Food and Drug

Administration.

Produtoe Material do IndicagBes do Vantagens
Fabricante scaffold FDA competitivas
Alloderm® Né&o foi
LifeCell Derme humana  Queimaduras rejeitada;
corporation, acelular e feridas suporta até 2
USA liofilizada profundas anos de
prateleira
Apligraf® . Mimetiza a
. Ulceras x
Organogenesis , . o funcéo da
Colageno bovino diabéticas e k
Inc, USA Venosas derme; produto
) criopreservado
Ulceras do pé
Dermagraft® Polylactic diabético; . x
Advanced acid/Polyglycolic Ulceras Imita fungao e
. . . : ..~ derme; produto
BioHealing, acid, Matriz secundarias a criopreservado
USA extracelular epidermolise P
bolhosa
. Células
Queimaduras i) )
Epicel® autg-gnxgrto de espessura autologas;
epidérmico . nenhuma
Genzyme parcial S
; conectado a um rejeicdo; alta
Biosurgery, profunda e de LTI
suporte de gase incidéncia de
USA espessura -
petrolatum deposicéo
total
permanente
Dupla camada;
Queimaduras  boa funcéo de
Integra® . de espessura barreira;
Polissiloxano, . o
Integra colaaeno de parcial utilizado em >
NeuroSciences, Ageno @ profunda e de 10.000
tenddo bovino . -
USA espessura pacientes; vida
total de prateleira
) moderada
Areas Imita expressao
OrCel® doadoras de de citocinas de
Ortec Esponja de espessura cicatrizacdo da
International,  colégeno bovino parcial; pele; 9 meses de
USA epidermdlise validade;
bolhosa criopreservados
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Queimaduras

TransCyte®  Filme de silicone,  de espessura 05 siee cla i

Advanced Mesh de nylon, parcial de prateleira;
BioHealing, colageno de profunda e de congelada '
USA porco espessura
total

Fonte: Adaptado de PRIYA et al., 2008.

O desenvolvimento de pele artificial visa estabelecer
progressivamente um substituto totalmente funcional que mimetize a
pele ndo s6 pela sua estrutura, mas que possa ser capaz de assegurar
também a sua revascularizacao e reinervacao. A substituicdo da pele tem
sido uma tarefa desafiadora para os cirurgides, desde a introdugdo de
enxertos de pele por Reverdin em 1871 (PRIYA et al., 2008). As
primeiras terapias a base de tecido foram desenvolvidas utilizando
técnicas de enxerto de pele. O primeiro substituto de pele sintético foi
desenvolvido em 1962; no entanto, o primeiro sucesso da engenharia de
tecidos de produtos de pele aconteceu no final de 1970 e inicio de 1980
(BURKE et al., 1981; LEVIN et al, 1979). Curiosamente, este produto
gue era uma matriz para regeneracdo da derme (Integra®) foi a venda
apenas em 1996 (GENTZKOW et al., 1996). Em 1998, um dispositivo
médico contendo células alogénicas (Apligraf ®) foi aprovado pela US
Food and a Drug Administration (FDA) como um substituto da pele
para ser utilizado no tratamento de Ulceras venosas da perna
(ZAULYANOV, 2007).

Ainda existem vérias limitacfes na criacdo de substitutos de
pele. Embora seja dificil de recriar a pele humana totalmente, se a
biologia celular, biologia molecular, engenharia genética, ciéncia dos
materiais e clinica reunirem os seus esforcos para desenvolver técnicas
otimizadas, serd possivel alcangar o sucesso da producdo um substituto
de pele ideal, em um futuro préximo.

‘2.4 NANOCELULOSE BACTERIANA COMO
‘ BIOMATERIAL ADJUVANTE DA CICATRIZACAO

Varios biopolimeros tém sido investigados para aplicacOes
como scaffolds, entre os quais se destaca a celulose (SVENSSON et al.,
2005). A celulose é bem conhecida como um dos materiais
biodegradaveis mais abundantes na natureza e tem sido tema de amplas
investigacdes em quimica de macromoléculas (CHANG E ZHANG,
2011). A celulose é um homopolimero estrutural linear de glicose
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(CsH100s)n (Figura 4), sendo normalmente encontrada com n variando
de 500 a 5000 (MULLER et al., 2006). E insoluvel em &gua e é
degradada somente por enzimas especificas (MARTSON et al., 1998).

Figura 4: Estrutura quimica da celulose.

H
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Fonte: elaborado pelo autor

A nanocelulose bacteriana é uma celulose natural promissora
gue possui uma estrutura nanofibrosa biossintetizada por certas
bactérias, incluindo a bactéria Gluconacetobacter hansenii (KONDO et
al., 2001). Esta bactéria produz uma pelicula de celulose (Figura 5) entre
0 meio de cultura e a superficie em contato com o ar, a qual apresenta
uma camada densa de um lado e uma camada gelatinosa (e porosa) do
lado oposto (HELENIUS et al., 2006). Além de seu uso frequente em
aplicacdes médicas como curativos, pele artificial e vasos sanguineos
artificiais, a BNC estd atualmente expandindo a sua utilizacdo como
biomaterial que possui uma nano-network 3D para a preparacdo de
scaffolds no campo da engenharia de tecidos (FONTANA et al., 1990;
MORESCHI et al., 2000).

Figura 5: Membrana de BNC hidratada.

Fonte: SOUZA, 2017 (tese de doutorado)

Segundo Naderi et al. (2011), a BNC produzida através do cultivo
da bactéria, é considerada um material de baixo custo de producdo e
estdvel. O seu desenvolvimento e engenharia para aplicagdo
translacional permite a obtengao de produtos de alto valor agregado e
com amplo potencial de mercado. Em condigBes fisioldgicas 6timas,
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este biomaterial possui propriedades compativeis com os tecidos e
quimica de superficie das células.

De acordo com estudos anteriores, a BNC tem um grande
potencial para ser utilizada como substrato na engenharia de tecidos
devido as suas propriedades fisico-quimicas, incluindo elevada
capacidade de retencdo de agua (hidrofilicidade), alta cristalinidade,
elevada resisténcia a tracao, biocompatibilidade e conformabilidade da
rede de nanofibras, as quais diferem significativamente da estrutura da
celulose vegetal (WATANABE E KONDO, 2012). Esta estrutura
nanofibrilar tem provado ser uma matriz vidvel para melhorar a
reparacdo dos tecidos e tem sido também utilizada em uma ampla gama
de aplicagbes como scaffold para o tratamento de queimadura de
segundo ou terceiro grau, para confeccdo de micro vasos artificiais e
para engenharia de tecidos de cartilagem (HELENIUS et al., 2006).
Levando em consideragdo a perfeita aplicabilidade e adequabilidade das
membranas de BNC na &rea do tratamento de feridas, algumas das
propriedades fisicas e mecanicas que a caracterizam como um material
ideal para a reparacdo de tecidos estdo listados na tabela abaixo (Tabela
3):

Tabela 3: Propriedades das membranas de BNC e a sua correlagdo com
as funcgdes ideais de um biomaterial usado para a reparagdo de tecidos

Funcéo ideal de um biomaterial

usado na reparacao de tecidos Proprelics d ENE

Alta capacidade de retencdo de agua;
elevada taxa de transmissao de vapor
de agua

Manter um ambiente Umido no
leito da ferida

Estrutura porosa que nao permite
penetragdo de bactéria externa no leito
da ferida

Fornecer barreira fisica contra
infeccdo bacteriana

A membrana parcialmente desidratada
Absorver exsudato é capaz de absorver o liquido até a sua
capacidade original

Membranas sdo faceis de esterilizar; O
custo estimado da produgéo de 1 cm? é
$0,02

Estéril, facil de usar e de baixo
custo

Fornecer uma cobertura adequada
da ferida, permitindo também uma Alta elasticidade e moldabilidade
remocao facil e indolor
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Material altamente poroso com
Permitir troca de gases e fluidos dimensdes de poros que variam entre
nandmetros e micrometros

Atbxico, ndo-pirogénico e Biocompativel, ndo pirogénica, ndo-
biocompativel toxica

Fornecer cobertura com alta

moldabilidade e elasticidade Alta elasticidade e moldabilidade

Fornecer estabilidade mecanica Elevada resisténcia mecanica

Fonte: adaptado de CZAJA et al., 2006

As aplicacbes topicas da BNC séo eficazes devido a sua
permeabilidade, a qual aumenta capacidade de retencdo de vapor
d’agua. Além disso, ela molda-se muito bem a superficie da pele,
proporcionando uma cobertura eficiente das feridas mesmo em locais
normalmente dificeis de tratar, tais como areas na face e articulacdes
(Figura 6).

Figura 6: Aplicacdo de membranas de BNC para tratamento de
gueimaduras.

Fonte: Adaptado de FU et al.,2013.

Os primeiros esforcos para comercializar a BNC em larga
escala foram iniciados pela Johnson & Johnson no inicio de 1980. Esta
empresa foi pioneira em investigacfes exploratérias sobre a aplicacdo
médica de BNC no tratamento de diferentes tipos de feridas, mas a
comercializacdo ndo foi lancada naquela época (CZAJA et al., 2006).
No Brasil, a BNC foi testada com sucesso e utilizado como tratamento
para feridas, especialmente em casos de queimaduras a partir de 1988
(PEIXOTO E SANTOS, 1988). Estudos daquela época demonstraram
que as queimaduras tratadas com revestimentos de nanocelulose
bacteriana cicatrizavam mais rapido do que os tratamentos tradicionais
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(PITANGUY et al., 1988). O uso desta técnica foi tdo bem sucedido que
os produtos comerciais de celulose microbiana despertaram interesse de
diversas empresas. A tabela 4 descreve algumas das membranas
comercialmente disponiveis:

Tabela 4: Membranas de BNC disponiveis no mercado para reparo de
tecidos.

Produto Aplicacdes Fabricante/Pais

Biofill ® Substituto  temporario da BioFill Produtos
pele; queimaduras, Ulceras de Biotecnoldgicos,
pele, cobertura de incisbes Brazil
cirlrgicas, lesdes traumaticas
e abrasdes

XCell® Ulceras cronicas e venosas Xylos corporation,

USA

Gengiflex® Tratamento de  doencas USA

periodontais

Bioprocess®  Ulcera venosa de perna BioFill Produtos
Biotecnoldgicos,
Brazil
Dermafill ® Ulceras cronicas e Cellulose Solutions,
gueimaduras USA
Bionext ® Substituto  temporario da Bionext Biological

pele; queimaduras, Ulceras de Products, Brazil
pele, Ulceras diabéticas.

Fonte: Adaptado de FU et al.,2012.

Houve diversas publicacdes e relatos sobre o uso bem-sucedido
da BNC no campo clinico. Em 1990, Fontana et al. relataram pela
primeira vez a aplicacdo de peliculas de nanocelulose de espessura
variavel, como substitutos de pele temporarios. O produto, chamado
Biofill, ainda tem sido utilizado atualmente em vérios tratamentos de
lesbes da pele. Tendo em vista 0 sucesso da aplicagdo destes hidrogéis
para a reparacdo de tecidos, a BNC configura-se em um biomaterial
promissor a ser utilizado em investigacbes para o desenvolvimento de
curativos para aplicacao topica.
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‘2.5 MODIFICACAO DA NANOCELULOSE BACTERIANA
‘ PARA APLICACOES NA ENGENHARIA DE TECIDOS

A BNC ndo modificada apresenta propriedades fisicas e
mecanicas Unicas. No entanto, estudos publicados recentemente revelam
gue hd uma grande tendéncia em investigacGes para modificar a
estrutura dos scaffolds de BNC para aumentar a sua biocompatibilidade
(STUMPF, 2018). A BNC modificada pode funcionar como suporte
para a regeneracdo de uma variedade de tecidos, o que eventualmente, a
torna um biomaterial interessante para o0 desenvolvimento de
dispositivos médicos e produtos de consumo. Tais modificagGes podem
ocorrer através da incorporacdo de polimeros, nanoparticulas, grupos
funcionais e/ou moléculas bioativas, coldgeno, gelatina, alginato, poli-
etileno-glicol (PEG), Aloe vera, entre outros (SAIBUATONG E
PHISALAPHONG, 2010).

Em geral, existem duas estratégias para modificar a estrutura da
BNC: métodos in situ e ex situ (Figura 7). Na modificacdo in situ a BNC
é modificada durante a sua formacéo, variando as condicdes de cultura
da bactéria, adicionando compostos, aditivos, ou alterando a fonte de
carbono do meio de cultura. Em contraste, no método ex situ a
modificacdo da BNC ¢ realizada depois que ela foi formada, através de
métodos quimicos ou fisicos.
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Figura 7: Representacdo esquematica de métodos de modificacdo da
BNC. (A) modificacdo in situ da BNC, na qual a composi¢do do meio
de cultura é alterado, geralmente com a adicdo de outros materiais. B)
Modificacdo ex situ, em que a BNC é modificada por tratamento
quimico ou por adsor¢do de outros compostos apds a membrana ter sido
formada.

= \, Material com ativo
“ D
é oo £700 ﬁ
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/ \ e / \
/ \ { i / \ % BNC modificada
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Fonte: adaptado de STUMPF et al., 2018

Em um estudo in vitro, Kim e colaboradores (2010) avaliaram a
biocompatibilidade de scaffolds de BNC e BNC/PEG (polietilenoglicol)
utilizando fibroblastos murinos em testes de adesdo celular. Os autores
observaram que os scaffolds de BNC/PEG apresentaram uma maior
adesdo e proliferacdo celular comparado a BNC pura.

Pértile e colaboradores (2010) desenvolveram membranas de
BNC modificadas por plasma de nitrogénio. Tal modificacdo resultou
em incorpora¢do quimica dos grupos de nitrogénio e aumento da
porosidade. Fibroblastos, neuroblastos e células endoteliais cultivados
sobre estas membranas demonstraram um aumento da afinidade celular
guando comparados ao controle.

Wei et al. (2011), incorporaram cloreto de benzalconio na BNC
objetivando criar um sistema de liberacdo controlada para ser aplicado
futuramente no tratamento de feridas agudas contaminadas. Apds testes
antimicrobianos, foi possivel observar que a BNC modificada foi capaz
de reduzir o crescimento de bactérias gram positivas demonstrando o
potencial material produzido.

Zimmermann e colaboradores (2011) investigaram membranas
BNC funcionalizadas com hidroxiapatita para aplica¢fes na regeneracdo
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de tecido dsseo. Os scaffolds foram implantados em animais in vivo e
revelaram um aumento na aderéncia e confluéncia de células
osteoprogenitoras na superficie do 0sso, demonstrando o potencial para
tal aplicacgéo.

Em 2012, Pertile et al. demonstraram que scaffods de BNC
modificados por proteinas recombinantes IKVAV-CBM3 permitiram e
melhoraram significativamente a adesdo, crescimento e proliferagdo de
linhagens de células mesenquimais e neuronais.

Stumpf e colaboradores (2013) investigaram a adicdo de glicose
ou dextrina em um meio a base de manitol para fermentagdo da BNC
(BNC-GI e BNC-De, respectivamente) em condi¢des de cultura estatica.
Ambos os meios enriquecidos diminuiram a &rea de superficie, a
capacidade de retencdo de agua e a taxa de reidratacdo. As micrografias
das membranas mostraram efeitos na densidade e porosidade das fibras
em ambos os lados das membranas de BNC.

Lin et al. (2013) desenvolveram membranas de BNC e
Chitosana (CH) para o recobrimento de feridas. Apds caraterizacdo
fisico-quimica, testes in vitro de biocompatibilidade e também testes de
acdo antimicrobiana, foi possivel concluir que o material permitiu a
adesdo e proliferacdo de fibroblastos L929 e, adi¢do de chitosana
reduziu significativamente a contaminacdo por Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Godinho e colaboradores (2015) desenvolveram compésitos
BNC-Aloe através da incorporagdo de por¢des de Aloe vera no meio de
crescimento da bactéria Komagataeibacter hansenii. As interacfes
guimicas, morfologia, cristalinidade e propriedades mecanicas da BNC
foram afetadas pela suplementacdo de Aloe vera. Estudos de
biocompatibilidade in vitro demosntraram que o compoésito ndo foi
toxico para células de fibroblastos L929. Os resultados indicaram que
este biomaterial pode ser usado para varias aplicacfes biomédicas, como
um scaffold para substituicdo e regeneracéo da pele.

Avila e colaboradores (2015) desenvolveram um scaffold em
bicamada composto de uma camada densa de BNC e alginato para uso
como cartilagem auricular. Os scaffolds em bicamada ofereceram
estabilidade mecénica e mantiveram boa integridade estrutural,
fornecendo uma arquitetura porosa favoravel para o crescimento
celular.

Keskin et al. (2017) desenvolveram um nanocompdsito
produzido por incorporacao de queratina (isolada do cabelo humano) na
BNC para melhorar adesdo de fibroblastos dérmicos. Experimentos in
vitro realizados com queratinécitos de pele humana e fibroblastos
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indicaram o potencial do novo nanocomposito de BNC/queratina para
ser usado na engenharia de tecidos da pele.

A incorporacdo de biopolimeros, tais como a poli-L-lisina,
também tem sido uma estratégia adotada por pesquisadores para
funcionalizar a superficie da BNC e aumentar a interacdo com as
células. Estudos anteriores demonstraram que o hidrogel de
nanocelulose bacteriana modificado com  poli-L-lisina/laminina
promoveu a regeneracdo de tecidos neurais, petencializando a adesdo
celular e aumentando a sobrevida neuronal (SOUZA, 2011). Firsatz et
al. (2017) propuseram a funcionalizagdo da BNC com g-Poly-L-Lysine
(e-PLL), um biopolimero ndo toxico com atividade antimicrobiana de
amplo espectro. A incorporagdo de e-PLL na BNC inibiu o crescimento
de S. epidermidis nas membranas, mas ndo afetou a citocompatibilidade
dos fibroblastos humanos cultivados em comparacdo com a BNC pura.
A funcionalizagdo ndo teve efeitos significativos na estrutura
nanofibrosa e nas propriedades mecéanicas da BNC. A possibilidade de
funcionalizar a BNC com PLL é uma abordagem promissora, verde e
versatil para melhorar o desempenho da BNC em cuidados com feridas
e outras aplicacBes biomédicas.

Culebras e colaboradores (2015) investigaram os efeitos da
incorporacdo da  poli-L-lisina e do coldgeno as nanofibras de
nanocelulose bacteriana. A adesédo e a viabilidade de células de ovério
de hamster chinés (CHO) nos substratos poli-L-lisina-BC e colageno-
BC foram analisados. Os resultados mostraram que a viabilidade celular
em substrato de BC modificado com poli-L-lisina é semelhante a
observada em placas de cultura de tecido de poliestireno.

Gao e colaboradores (2011) relataram em seu trabalho
resultados sobre o desenvolvimento de nanofibras BNC revestidas com
polilisina como substrato para deposicdo de hidroxiapatita (HA). Foi
possivel observar uma deposicdo de HA similar a deposicdo em 0sso
guando imersos em fluido corporal simulado, confirmando a
possibilidade de uso deste scaffold para aplicacBes em regeneragdo
Ossea.

Bazrafshan e Jebali (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana
e a toxicidade de membranas de nanocelulose conjugadas com polilisina
(NCPL) e poliarginina (NCPA). A toxicidade dos compostos em células
da pele de camundongos e células esofagicas de rato foi avaliada pelo
ensaio de MTT. Os resultados demonstraram que a NCPL apresentou
maior atividade antimicrobiana em comparacdo a NCPA. O ensaio MTT
demonstrou auséncia de citotoxicidade dos compostos NCPL e NCPA.
Os autores sugeriram que tanto o NCPL como o NCPA sdo bons
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candidatos a serem utilizados dentro de produtos alimentares, na
embalagem de alimentos e nos materiais téxteis.

Os diversos estudos de modificacdo da BNC provaram que 0s
compostos foram adicionados com sucesso através de modificagdes in
situ e ex situ por métodos de impregnacdo, carga ou revestimento. Uma
variedade de modificagBes biossintéticas ou quimicas de superficie
podem melhorar a funcionalidade da BNC e expandir seus potenciais
campos de aplicacao.

2.6 TESTES CLINICOS

Um novo produto s6 é levado a experimentacdo em seres
humanos depois de conhecido seus aspectos quimicos, farmacolégicos,
mecanismos de ac¢do e toxicidade em provas pré-clinicas, in vitro ou em
modelos experimentais (BRASIL, Ministério Da Saude, 1997).

Teste clinico é qualquer investigacdo em seres humanos,
objetivando descobrir ou verificar os efeitos farmacodinamicos,
farmacoldgicos, clinicos efou outros efeitos de produto(s) e/ou
identificar reacGes adversas ao produto(s) em investigacdo, com o
objetivo de averiguar sua seguranca e/ou eficacia (EMEA, 1997). De
acordo com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos, toda substancia para uso médico deve ter
uma indicacdo especifica, em funcéo de seu efeito bioldgico desejado
para o qual se elabora um ensaio clinico. O desenho do protocolo e
documentacdo clinica dos estudos devem seguir as recomendacdes dos
orgdos normativos (CONSORT - consolidated standard of randomized
trials) e de vigilancia de medicamentos do pais, para que os resultados
possam ser considerados validos para aprovacdo do produto.

Os protocolos dos ensaios clinicos devem ser revisados e
aprovados por um Comité de Etica Institucional que tem por objetivo
avaliar a justificativa cientifica para a realizacdo do estudo, a
qualificacdo dos investigadores, a adequagdo dos protocolos e
documentacdo, os critérios de recrutamento e seguranca dos
participantes. Os principios éticos estdo indicados na Declaracdo de
Helsinki, adotada originalmente em 1964, por ocasido da 18°
Assembléia Médica Mundial, e posteriormente atualizada. No nosso
pais, todos os estudos clinicos envolvendo seres humanos devem
atender as normas da Resolugdo CNS N° 466, de 12 de Dezembro de
2012, que diz respeito a ética em pesquisa.
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Os ensaios clinicos sdo classificados em quatro fases segundo
seu nivel de complexidade, estagio de desenvolvimento do produto a ser
testado e objetivo da avaliagéo:

Fase 1. Primeira etapa de avaliagio de um produto
guimico/biolégico em seres humanos sadios. Os ensaios de Fase | sdo
geralmente precedidos de provas em modelos experimentais em animais
para avaliar toxicidade e seguranca de aplicacéo.

Fase Il. Sdo ensaios clinicos pilotos limitado a um pequeno
nimero de participantes ou pacientes com o objetivo de demonstrar
atividade terapéutica ou atividade imunogénica.

Fase Ill. Envolvem um grande ndmero de participantes,
eventualmente em estudos multicéntricos, quando se inclui varios
grupos de pacientes tratados em servicos distintos - sempre utilizando o
mesmo protocolo de investigacdo. O objetivo principal é demonstrar
eficacia e inocuidade a curto e longo prazo.

Fase 1V. Ensaios clinicos realizados apds aprovacao, registro e
comercializacdo do produto farmacéutico. Estes estudos se destinam
principalmente a avaliar a ocorréncia de efeitos adversos raros ou
desconhecidos.
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3. DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLD DE
NANOCELULOSE BACTERIANA MODIFICADO COM
POLI-L-LISINA-COLESTEROL

3.1 INTRODUCAO, MOTIVAGAO E JUSTIFICATIVA

A perda da integridade de grandes porces de pele devido a
lesGes ou doencas pode resultar em incapacidade significativa ou até
mesmo a morte (PRIYA et al.,, 2008). A maioria das feridas de pele
podem curar naturalmente, mas ferimentos extensos e irreversiveis
necessitam de cobertura utilizando substitutos de pele para ajudar na
reparacdo e regeneracdo. Com 0 aumento de pacientes com a cicatrizacdo
de feridas disfuncional, ha uma necessidade urgente do desenvolvimento
de novas estratégias para a reparacdo de tecido epitelial. Nessa
perspectiva, engenharia de tecidos (ET) oferece um grande potencial, e 0s
esforcos sinérgicos de engenheiros biomédicos, cientistas de materiais e
bidlogos podem render terapias promissoras para feridas que ndo
cicatrizam.

A ET tornou-se uma abordagem com particular relevancia no
tratamento de feridas, pois é considerada uma tecnologia biomédica
promissora que visa a reparacdo e a regeneracao dos tecidos danificados
(LANGER E VACANTI, 1993). Nesse contexto, a nanocelulose
bacteriana vem sendo utilizada na pesquisa como material de suporte para
o0 crescimento celular (scaffold) e regeneracéo de varios tecidos, e possui
potencial para se tornar uma excelente plataforma tecnolégica para
medicina (CZAJA et al., 2006).

A BNC emergiu como um biomaterial promissor para aplicacdes
na engenharia de tecidos devido a sua excelente biocompatibilidade e
propriedades fisico-quimicas (LI et al, 2015). Recentemente, as
modificagBes in situ e ex situ tornaram-se o foco de muitos estudos pois
estas podem aprimorar ainda mais as propriedades da BNC para atender
requisitos bioldgicos e celulares especificos (STUMPF et al, 2016). A
BNC modificada pode funcionar como suporte para a regeneracdo de uma
variedade de tecidos distintos, o que eventualmente, a tornaria um
biomaterial interessante para o desenvolvimento de dispositivos
biomédicos.

Visando o desenvolvimento de um scaffold para aplicagéo tépica
competente e funcional, o presente trabalho propde a modificagdo de
superficie da nanocelulose bacteriana, através da adsor¢do do polimero
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Poli-L-Lisina-Colesterol como uma alternativa eficiente para aprimorar a
interacdo com as células epiteliais, através do uso de dois tipos de
interacdes intermoleculares distintas.

A Poli-L-Lisina  (PLL) €é um homopolimero contendo
aproximadamente 30 subunidades L-lisina, ligados entre 0s grupos
carboxil e amino (HIRAKI et al., 2003). Este homopolimero melhora a
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular através da atuacdo de forca
eletrostatica entre cargas positivas da PLL e a membrana celular
carregada negativamente (LEl et al, 2012). Estudos anteriores
demonstraram que o hidrogel de nanocelulose bacteriana modificado com
poli-L-lisina/laminina  promoveu a regeneracdo de tecidos neurais,
petencializando a adesdo celular e aumentando a sobrevida neuronal
(SOUZA, 2011).

Por outro lado, o colesterol é uma molécula hidrofébica presente
em diversas regides do organismo, inclusive na membrana celular, onde
regula a fluidez desta. Através da ligacdo de grupos colesteril em
polimeros, pesquisadores tém modificado a hidrofobicidade de blocos de
copolimero para uso em sistemas de entrega de farmacos (KIM et al,
2014).

A Poli-L-Lisina-Colesterol (PLC) é um homopolimero inédito na
literatura, sintetizado e gentilmente fornecido pelo pesquisador Dr. Hyun-
Jin Kim (Universidade de Tokyo, Japdo). O design racional do polimero
visa a utilizacdo de duas interacdes quimicas distintas (interacédo
eletrostatica e interacdo hidrofdbica) para facilitar a adesdo de células na
superficie de BNC: a PLL atuaria na interagcdo elestrostatica entre o
biomaterial e a membrana das células, enquanto o colesterol funcionaria
como ancora hidrofébica penetrando na membrana das células. Para tanto
a cadeia de PLL foi parcialmente modificada através da adi¢do de
colesterol em parte das aminas primarias (Figura 8).

Figura 8: Estrutura quimica da Poli-L-Lisina-Colesterol (PLC); insercao
de 30% de colesterol.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Devido a caracteristica anidnica da BNC (SHAO et al., 2017),
acredita-se que a incorporacdo de PLC possa ocorrer através da interagao
eletrostadtica dos polications da poli-I-lisihna com a superficie
negativamente carregada da BNC. Tal incorporacdo permitira que ocorra
atracdo eletrostatica entre a membrana celular e a PLL, e que a
extremidade do colesterol permanega livre para interagao hidrofobica do
colesterol com a bicamada lipidica das células, favorecendo assim uma
rapida e maior adesdo celular, seguida de proliferacdo aumentada. Uma
figura esquematica representativa da hipotese deste estudo pode ser
observada abaixo (Figura 9):

Figura 9: Representacdo esquemdtica da hipGtese descrita para a
modificacdo da superficie da BNC através da adsorcdo de Poli-L-Lisina-
Colesterol.
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Fonte: elaborado pelo autor

Além da modificacdo de superficie, serd proposto um modelo de
cocultura de queratindcitos e fibroblastos, visando a constru¢do de um
dispositivo que se assemelhe a estrutura original da pele. Em hipoétese, as
células epiteliais em cocultura seriam capazes de reconhecer a matriz de
BNC modificada como um ambiente propicio para a adesdo, proliferagdo,
e expressdo de colageno e integrinas, genes chave adjuvantes no processo
de cicatrizagdo.
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3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Producéo e purificagdo de membranas de nanocelulose bacteriana

As membranas de nanocelulose bacteriana foram produzidas
utilizando in6culo da bactéria G. hansenii ATCC 23769, obtida da
"Colecdo da Cultura Tropical (CCT)", da Fundacdo André Tosello,
Campinas — SP. O in6culo foi produzido trés dias antes do inicio dos
experimentos a partir do cultivo da bactéria em meio manitol sélido, e
mantido a 26°C em estufa bacteriolégica até a obtencdo de colbnias
isoladas. O indculo de trabalho foi produzido a partir da suspensdo de
colbnias isoladas (D.0.ge0= 0,150) e posteriormente adicionado ao meio
de cultura na proporc¢éo de 10% (v/v) para a producdo das membranas. O
meio utilizado para o cultivo da bactéria e producdo das membranas foi
composto de 25 g de manitol, 5g de extrato de levedura e 3 g de peptona
diluidos em 1 L de agua destilada. O pH foi ajustado para 6,6 e
posteriormente o meio foi encaminhado para autoclavagem (20 minutos a
121°C). As membranas foram produzidas em placas de cultura de 24
pocos, aonde foram adicionados 1000uL por poco da solugdo de in6culo e
meio de cultura. As placas de cultura foram mantidas em cultura estatica
a temperatura de 26°C por um periodo de 7 dias. Apds o sétimo dia, as
membranas de BNC que cresceram na interface liquido/ar de cada poco
de cultura foram removidas para dar inicio ao processo de purificacéo,
utilizando-se uma solu¢do de NaOH 0,1 mol/L a 50°C por 24 horas,
seguido de lavagens sucessivas com agua destilada até o pH atingir a
neutralidade (pH 7,0). Apds este processo, as membranas foram
esterilizadas em autoclave e mantidas sob refrigeracdo até serem
utilizadas para 0s ensaios.

3.2.2 Preparacdo de membranas de nanocelulose bacteriana com
superficie modificada através da adsorcao de poli- L-lisina-colesterol
(BNC-PLC)

3.2.2.1 Caracterizacgdo da Poli-L-Lisina-Colesterol
3.2.2.1.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A caracterizacgdo estrutural da poli-I-lisina-colesterol foi realizada
utilizando-se a técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de 'H) a 25°C, solubilizando-se aproximadamente 2 mg de
amostra em metanol deuterado (CD;OD), em tubo de 5 mm de didmetro.
Os espectros foram obtidos em espectrometro VARIAN 400-MR
(Laboratorio Multiusuério de Anélises por RMN - LAMAR, Instituto de
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Pesquisas de Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro)
e processados no software MestReNova. Os deslocamentos quimicos (J)
sdo referidos em partes por milhdo (ppm) a partir do padrdo interno
tetrametil-silano (TMS). As areas dos picos foram obtidas por integracéo
eletronica.

3.2.2.1.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Considerando a PLC um polimero recém-sintetizado, ainda
inédito na literatura, ndo ha descricdo de seu comportamento em meio
aquoso. Para verificar se o polimero forma nanoparticulas, foi utilizada a
técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), o qual ird determinar o
tamanho das particulas presentes na suspensdo, utilizando-se o
equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments (Embrapa, Juiz de
Fora-MG).

3.2.2.1.3 Mobilidade eletroforética (potencial zeta)

A carga superficial da PLC em meio aquoso foi avaliada a partir
da medida da mobilidade eletroforética por anemometria de laser Doppler
num campo elétrico de 150 V/cm. A carga de superficie da PLC foi
estimada por medidas de potencial zeta, no qual as particulas se movem
na presenca do campo elétrico em direcdo ao eletrodo de carga oposta e,
desta forma, o potencial elétrico pode ser determinado pela medida da sua
velocidade de migracdo. Para determinacdo do potencial zeta a suspenséo
polimérica (5 mg/ml) foi colocada em uma cubeta e as medidas foram
realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments
(Embrapa, Juiz de Fora-MG).

3.2.2.2 Modificagéo da superficie da membrana de nanocelulose
bacteriana

3.2.2.2.1 Adsorcéo de Poli-L -Lisina-Colesterol

Para a obtencdo dos hidrogéis de BNC com poli-L-lisina-
colesterol adsorvidos em sua superficie (BNC-PLC), foi utilizado o
método descrito por Sousa (2011) com algumas modificacdes. Para tanto,
100 pL de uma solugdo filtrada de PLC (1 mg/ml diluido em &gua) foram
instilados sobre a superficie do hidrogel de BNC, o qual foi mantido em
temperatura ambiente por 24 h. Logo ap6s, os hidrogéis foram lavados
com agua destilada estéril para remocao dos polimeros ndo adsorvidos e
mantidos sob refrigeragéo até serem utilizados para os ensaios.
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3.2.2.3 Caracterizacdo das membranas de nanocelulose com superficie
modificada

3.2.2.3.1 Espectroscopia de infravermelho por refletancia total atenuada
(FTIR-ATR)

A presenca de grupos funcionais nas membranas de nanocelulose
bacteriana foi analisada por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Este ensaio teve como intuito identificar
0s grupos funcionais presentes nas membranas com superficie modificada
pela PLC.

As analises espectroscopicas foram realizadas em espectrémetro
de infravermelho com Transformada de Fourier, Thermo Scientific,
modelo Nicolet iS10 (Laboratdrio de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas - LASSBIo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro), equipado com o acessorio de reflectancia total
atenuada (SMART iTR), usando um cristal de diamante. As medicdes
foram obtidas diretamente com o acessério SMART iTR coberto por uma
fina camada das amostras. Os espectros foram coletados entre 3800 e 800
cm™, com 16 varreduras e resolugdo de 4,0 cm™, e processados no
software do préprio equipamento, sendo expressos no modo
transmitancia. O background foi registrado antes da aquisi¢do de cada um
dos espectros e um teste negativo foi realizado entre cada medida para
verificar se o cristal estava devidamente limpo.

3.2.2.3.2 Microscopia de forca atbmica (AFM)

As imagens de AFM foram obtidas via modo intermitente em
aparelho Nanosurf easyScan 2, Nanosurf Instruments (Embrapa, Juiz de
Fora-MG), em ar. As amplitudes de oscilagdo livres do cantilever foram
tipicamente 60 mV e o tamanho de varredura da sonda do microscopio foi
de 5x5 um. A resolucdo do AFM foi de 512x512 pixels. O comprimento e
0 raio da ponta foram de 225 um e <10 nm, respectivamente. A imagem
foi realizada diretamente sobre a membrana liofilizada.
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3.2.3 Andlise da biocompatibilidade in vitro da membrana de
nanocelulose bacteriana com superficie modificada

3.2.3.1 Preparagdo das amostras para 0s ensaios in vitro

Os grupos experimentais foram divididos entre membranas puras
(BNC) ou com superficie modificada (BNC-PLC). Anteriomente aos
ensaios in vitro, as membranas foram colocadas em placas de 24 pogos e
1mL de meio de cultura celular Dulbecco’s modified Eagles’s Medium
(DMEM) (Gibco®) sem suplementacdo foi adicionado em cada poco. As
membranas permaneceram em atmosfera imida, a 5% de CO,a 37 °C por
24 horas (Figura 10). Logo apés, o meio de cultura foi completamente
removido no momento anterior a semeadura de células. As células foram
semeadas sobre a face mais porosa da membrana, em todos 0s ensaios
descritos a seguir.

Figura 10: Membrana de Nanocelulose hidratada em meio DMEM.

Fonte: Elaborado pelo autor
3.2.3.2 Citotoxicidade direta

O potencial citotéxico da membrana BNC-PLC foi avaliado
através do ensaio de citotoxicidade direta, conforme protocolo
recomendado pela ISO 10993-5: 2009. Para tanto, a atividade metabdlica
de fibroblastos de tecido conectivo de camundongo, linhagem L929, foi
avaliada e quantificada pelo método MTT apds cultivo em contato direto
com a BNC e BNC-PLC. Este teste colorimétrico estima a atividade
mitocondrial produzindo cristais de formazan, os quais sdo quantificados
por absorbancia.

Os Fibroblastos L929 foram descongelados e cultivados em meio
de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM (Gibco®, EUA).
O meio de cultura foi suplementado com 10% de soro fetal bovino
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(Gibco®, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®, EUA) e as
células em cultura foram mantidas em atmosfera Umida, a temperatura de
37°C com 5% de CO2, em placa de cultura de tecidos (TPP, Suica) para a
propagacéo celular. Apds atingir a confluéncia de 80% de preenchimento
das superficies das placas de cultura, as mesmas foram lavadas 3 vezes
com uma solucdo de PBS para a remocdo das proteinas do soro fetal
bovino (SFB). Em seguida, foi adicionada uma solugéo de tripsina 0,02%
(Gibco®, EUA) para descolamento das células aderidas na placa de
cultura. As células foram coletadas e quantificadas utilizando-se uma
camara de Neubauer (SP Labor, Brasil).

Os fibroblastos foram entdo semeados em placas de cultura de 24
pocos, na densidade de 2x10* células/poco, contendo 1 mL de meio de
cultura DMEM e mantidos na estufa, em atmosfera mida, a temperatura
de 37°C e com 5% de CO2 por 24 h. Apds este periodo, amostras de
BNC (controle) e BNC-PLC foram adicionadas sobre as células em
cultura. Ap6s o tempo de cultura de 1, 3 e 7 dias, as amostras foram
removidas. As células em cultura foram lavadas com PBS (trés vezes) e
300 pL de meio de cultura e 60 pL do reagente MTT foram adicionados
em cada pogo de cultura, para em seguida ser incubadas por 3 h em
atmosfera Umida contendo 5% de CO2 a 37°C. Apo6s a incubacdo, cada
solugdo foi homogeneizada e 100 uL de cada amostra foi transferida para
uma placa de 96 pogos (TPP-AG®, Switzerland). A absorbancia das
solucdes foi medida em 490 nm em espectrofotbmetro (Molecular
Devices, EUA). O efeito das amostras sobre a atividade metabdlica dos
fibroblastos L929 foi calculado utilizando-se a absorbéncia das células
em contato com a BNC como controle.

3.2.3.3 Cultura de células epiteliais

Para 0s ensaios in vitro foram utilizados Fibroblastos humanos
dermais primarios (HDF), gentilmente fornecidos pelo Instituto de
biociéncias da Universidade de Sao Paulo, e Queratindcitos da linhagm
HaCaT. As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina e
mantidos em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37°C (Laboratério
de cultivo celular, NIQUA, UFJF).

3.2.3.3.1 Semeadura de Fibroblastos humanos dermais primarios (HDF)

Os fibroblastos dermais humanos primarios (HDF) foram
cultivados em meio DMEM como descrito acima. Apds confluéncia de 80
a 90% as células foram tripsinizadas e a suspensdo de células quantificada
utilizando-se uma camara de Neubauer. Apds a contagem, uma suspensao
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contendo 4,5x10* células em 20 pl de meio DMEM foi depositada sobre
as membranas de nanocelulose (BNC e BNC-PLC), dispostas em placas
de 24 pocos, previamente preparadas como descrito anteriormente. Apds
a semeadura, as amostras foram incubadas em atmosfera umidificada com
5% de CO, a 37°C por 2 horas para aderéncia das células na membrana e
entdo, 1 ml de meio DMEM foi adicionado em seguida. Tal procedimento
foi adotado a fim de evitar o extravasamento da suspensao de células para
o fundo da placa, fazendo com que as células permanecessem aderidas na
superficie da celulose. As membranas foram mantidas em estufa por até 7
dias e 0 meio de cultura foi trocado a cada 2/3 dias conforme necessario.

Figura 11: Fibroblastos semeados em membrana de nanocelulose
hidratada em meio DMEM

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.3.3.2 Cocultura de Fibroblastos humanos dermais primarios (HDF) e
Queratinécitos humanos (linhagem Hacat)

3.2.3.3.2.1 Modelo de semeadura simultanea

No modelo de semeadura simultanea os dois tipos celulares
distintos foram semeados na BNC e BNC-PLC ao mesmo tempo,
respeitando a proporcdo 1:1 entre queratindcitos e fibroblastos.
Alternativamente, foi realizada a cocultura em placa de poliestireno para
verificar a adaptagdo dos dois tipos celulares em um mesmo ambiente.
As células foram cultivadas separadamente em meio DMEM como
descrito acima. Ap6s confluéncia de 80 a 90% as células foram
tripsinizadas e a suspensdo de células quantificada utilizando-se uma
cadmara de Neubauer. Para a cocultura, os hidrogéis previamente
preparados conforme descrito na se¢éo anterior, foram retirados da estufa
de CO, e 0 meio de cultura foi removido. A suspensdo de células
combinadas foi semeada sobre a superficie dos hidrogéis e na placa de
poliestireno considerando a mesma proporcao de 1:1. A densidade celular
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correspondeu  aproximadamente a 2,5x10° queratindcitos/mL e
fibroblastos/mL e 30 uL desta suspensdo foram inoculados sobre a
superficie das membranas. Logo apds, as membranas foram incubadas em
atmosfera Umida com 5% de CO, a 37°C e apds 1 hora, quando as células
ja estavam parcialmente aderidas a superficie, ImL de meio DMEM foi
adicionado em cada poco. As membranas foram mantidas em estufa por
até 7 dias e o meio de cultura foi trocado a cada 2/3 dias conforme
necessario.

3.2.3.3.2.2 Modelo organotipico

Para o0 modelo organotipico, inicialmente os fibroblastos
humanos dermais priméarios (HDF) foram semeados nas membranas de
nanocelulose na densidade de 4,5x10* como descrito anteriormente e
mantidos em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37°C por 24h.
Apbs o periodo de incubacéo, queratindcitos na densidade de 4,5x10*
foram semeados sobre a monocamada de fibroblastos a fim de reproduzir
um modelo organotipico similar a estrutura original da pele. Logo apés,
as membranas foram incubadas em atmosfera Umida com 5% de CO, a
37°C e apo6s 1 hora, quando as células ja estavam parcialmente aderidas a
superficie, ImL de meio DMEM foi adicionado em cada poco. As
membranas foram mantidas em estufa por até 7 dias e 0 meio de cultura
foi trocado a cada 2/3 dias conforme necessario.

3.2.3.4 Analise da morfologia celular

A morfologia das células cultivadas nas membranas BNC e
BNC-PLC foram analisadas através de microscopia Optica utilizando-se
um microscopio equipado com sistema de captura de imagens (AMScope,
EUA). Para tanto os modelos de cocultura (simultanea e organotipico) e
os fibroblastos HDF foram cultivados em triplicata de acordo com a
metodologia descrita acima e micrografias foram registradas nos tempos
de 1, 3 e 7 dias de cultivo.

3.2.3.5 Analise da atividade metabdlica (MTS)

O ensaio de atividade metabdlica foi realizado para alcancar dois
objetivos: determinar se a adsor¢cdo da Poli-L-lisina-colesterol altera a
atividade metabdlica das células cultivadas na BNC e BNC-PLC e
determinar a eficiéncia dos dois modelos de cocultura desenvolvidos
neste estudo .

Métodos colorimétricos podem ser utilizados para a avaliacdo
guantitativa da atividade metabdlica das células, aplicando-se corantes
como o MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
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Bromide) e MTS (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio/PMS). Tais corantes sdo bioreduzidos pela
enzima desidrogenase mitocondrial presente nas células viaveis,
formando-se cristais de formazana que podem ser detectados
colorimetricamente. A diferenca entre o uso destes dois métodos, € que o
MTT forma cristais de formazana insollveis em meio aquoso, sendo
necessario o uso de solventes organicos para a determinacdo do espectro
colorimétrico, enquanto os cristais de MTS sdo sollveis. Portanto,
considerando a vantagem da solubilidade dos cristais de formazana, o
qual poderia permanecer impregnado nas membranas de nanocelulose, foi
utilizado o método MTS utilizando-se o kit CellTiter 96® AQequs One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega).

Neste ensaio, foram analisados 0s seguintes grupos: i)
Fibroblastos humanos dermais primarios (HDF); ii) Queratindcitos
linhagem HacaT; iii) modelo de cocultura simultaneo e iiii) modelo de
cocultura organotipico. As células foram cultivadas como descrito
anteriormente, 0 meio de cultura foi removido dos pogos apés o cultivo
celular e em seguida, as membranas lavadas duas vezes com PBS. Apos a
lavagem, os hidrogéis foram transferidos para uma nova placa de 24
pocos. Sobre cada membrana serao adicionados 300 uL de meio DMEM
e 60 uL do reagente MTS. As amostras serdo incubadas por 3 horas em
atmosfera umidificada com 5% de CO, a temperatura de 37°C. Apos a
incubagdo, as amostras foram homogeneizadas ¢ 100 uL de solugdo
transferidos para uma nova placa de 96 pogos. A absorbancia foi
determinada a 490 nm no leitor de microplacas Multiskan GO, Thermo
Fisher (Laboratorio NIQUA-UFJF). Os ensaios foram realizados em
triplicata, em fungdo do tempo de 1, 3 e 7 dias de cultura. Os fibroblastos
e queratinocitos, em cocultura ou ndo, cultivados diretamente na
membrana de BNC pura foram utilizados como controle.

3.2.3.6 Analise da viabilidade celular (Live and dead)

Para identificar qualitativamente a viabilidade dos fibroblastos e
das células em cocultura organotipica ap6s os 7 dias de cultivo (tempo
maximo de incubacdo pré-determinado neste estudo) nas membranas
BNC e BNC-PLC, foi realizado o ensaio de live and dead. A viabilidade
celular foi avaliada utilizando-se o kit Live/Dead®-Viability/Citotoxicity
(Invitrogen). Inicialmente foi preparada uma solucdo (4:1) de calceina e
homodimero de etidio em PBS. Logo apds, 100 pL da solugdo foi
adicionada sobre cada membrana e estas foram incubadas por 45 minutos
em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Ao final do periodo de incubacéo as
membranas foram montadas em |&minas para visualizagdo no



66

microscopio  de  fluorescéncia  (Nikon  Eclipse  Ci-L -
CENTRALBIO/UFJF).

3.2.3.7 Analise da adesdo celular

A capacidade de adesdo dos fibroblastos humanos primarios a
membrana BNC-PLC foi testada através da contagem diferencial do
nimero de células ndo aderidas. A membrana de nanocelulose pura
(BNC) e a membrana BNC-PLC foram dispostas em placa de cultura de 6
pocos em triplicata e mantidas em meio DMEM sem suplementacdo em
atmosfera Umida a 37°C e 5% CO, por 24h. Logo ap6s as células em
passagem P8 foram descoladas das garrafas de cultura utilizando-se uma
solucdo de tripsina e em seguida, plaqueadas a uma densidade de 4,5x10*
células/membrana. As membranas foram mantidas em condicBes de
cultivo em intervalos de 30, 60 e 120 minutos. Ao final de cada tempo, as
membranas foram gentilmente lavadas com 1ml de PBS para remocéao
das células ndo aderentes, e retiradas do pogo. A suspenséao de células ndo
aderentes foi homogeneizada e 10ul foram retirados para coloragdo com
azul de tripano para posterior contagem utilizando a cAmara de Neubauer
em microscopio optico. Para o célculo do nimero de células aderidas foi
utilizada a seguinte equacéo:

Numero de células aderidas = N de células plaqueadas — N de células ndo aderidas

A capacidade de adesdo dos fibroblastos foi expressa considerando a
porcentagem de células aderidas ao longo do tempo. Concomitantemente
a contagem, as células semeadas nas membranas foram analisadas em
microscopio Optico para registro da imagem em cada intervalo de tempo
correspondente.

3.2.3.8 Analise da expressao génica por RT-PCR em tempo real

Para determinar o perfil de expressdo de genes especificos
relacionados a producdo de matriz extracelular (colageno) e adesdo nos
fibroblastos humanos cultivados sob scaffolds de nanocelulose, foi
realizada a analise por RT-PCR em tempo real. Para tanto, as células
foram cultivadas nos diferentes grupos de tratamento (BNC e BNC-PLC)
em triplicata, na densidade de 1X10° células/membrana por um periodo
de 24h. As células cultivadas diretamente na placa de cultivo de 6 pogos
(1x10° células/poco) em triplicata, foram utilizadas como controle. Neste
momento optou-se por analisar a expressdo génica apenas dos
fibroblastos, visto que no modelo de cocultura organotipico, eles sdo o
Unico tipo celular que esta em contato direto com a nanocelulose.
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3.2.3.8.1 Extracdo de RNA: desenvolvimento de protocolo otimizado

A extracdo de RNA de células cultivadas em membranas de
nanocelulose é ainda um desafio nos dias atuais. Muitos pesquisadores
encontram dificuldades de obtencdo de um RNA puro e de qualidade,
devido a contaminacdo com polissacarideos e o baixo rendimento das
amostras. No presente estudo foi desenvolvido um método eficaz para
obtencdo de RNA extraido de células cultivadas sobre a nanocelulose,
com qualidade e rendimento suficientes para a analise da expressao
génica.

Considerando as semelhangas entre membranas de nanocelulose
e tecidos vegetais, 0s quais sdo ricos em polissacarideos, foi utilizado o
kit RNeasy Plant Mini (Qiagen, EUA) para obtencdo do RNA total
extraido das células cultivadas sobre a nanocelulose bacteriana. Um passo
importante deste Kit € o uso da coluna QIAshredder, que consiste em um
sistema Unico de trituracdo e filtracdo de biopolimeros. O procedimento
seguiu as orientagdes do fornecedor com algumas modificagbes, como
descrito a seguir.

Basicamente, ap6s o tempo de cultivo pré-determinado, as
membranas contendo as células aderidas foram lavadas com PBS, imersas
em tampéo de lise (450 uL) e homogeneizadas em ultrassom (DES500,
Unique) (Figura 12) por 1 min a poténcia de 500 watts em banho de gelo.
Logo ap6s o rompimento da membrana, o homogeneizado foi filtrado
através das colunas QIlAshredder (Qiagen) para cada RNA
separadamente. O RNA total foi isolado utilizando as colunas de
purificacdo do Kkit, conforme orientacfes descritas no manual do
fabricante.
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Figura 12: Desruptor de célula ultrassdnico modelo DE500 (Unique)
utilizado para rompimento mecénico da membrana de nanocelulose
bacteriana celularizada.

O rendimento do RNA obtido foi determinado em
espectrofotbmetro  NanoDrop  (NanoDrop  Technologies, Inc.,
Wilmington, DE) através da leitura a 260nm. A pureza do RNA foi
avaliada pelas razdes entre os valores da absorbancia em 260/280nm.
Considerou-se adequadas as quantidades de RNA acima de 50 ng/ul com
grau de pureza entre 1,7 € 2,0.

3.2.3.8.2 Sintese de cDNA e amplificacdo dos genes

A sintese de cDNA foi realizada seguindo as instru¢es do
fabricante para o kit High Capacity complimentary DNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Para a analise da expressao génica o
kit SYBR select Master Mix (Applied Biosystems) foi utilizado
combinado com um primer especifico para cada um dos genes
examinados. A termociclagem em tempo real foi realizada nas seguintes
condicdes: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 15 min, 40 ciclos de
desnaturagdo (94 °C, 15 seg) e anelamento e extensdo (60 °C, 1 min).
Para a quantificacdo da expressdo absoluta, foi utilizado o método da
curva padrdo. O gene B-actina foi utilizado como referéncia para a
normalizacdo da expressdo. As amostras foram processadas em triplicata,
e os primers utilizados estdo listados na tabela a seguir:

Tabela 5: Primers a utilizados no estudo de expresséo génica:

Gene N° de acesso Primer Forward Primer Reverse

Actb NM_0011 CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG
Collal NM_000088 TCAAAAACGAAGGGGAGATG CCAAATCTGTCTCCCCAGAA
Itgal NM_181501.1 TCAATGACTTTCAGCGGCCC ACCTCTCCCAACTGGACACT
Itga2 NM_002203.3 ACTTTGTTGCTGGTGCTCCT GGAGCCAATCTGGTCACCTC
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3.2.3.9 Analise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente através do software Graphpad
Prism 7.0 e expressos como a média e erro padrdo da média, e
posteriormente comparados através da analise de variancia de uma via (1
way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Diferencas estatisticamente
significantes foram consideradas quando p < 0,05.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacao da poli-L-lisina-colesterol (PLC)
3.3.1.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Conforme citado anteriormente, o polimero poli-L-lisina-
colesterol (PLC) foi sintetizado e gentilmente doado pelo Dr. Hyun Jim
Kim, pesquisador da Universidade de Tokyo/Japdo. Por ser uma
modificagdo inédita na cadeia do polimero, ndo ha na literatura relato de
sua caracterizacdo estrutural, portanto faz-se necessaria a realizacdo da
ressonancia magnética nuclear. A caracterizacdo foi realizada
solubilizando-se o polimero em metanol deuterado e os picos foram
atribuidos de acordo com a estrutura quimica da PLC.

De acordo com a figura 13, os espectros demonstram picos
proeminentes em —5.39, —3.98, —2.97 e¢ —0.73 ppm. Os prétons de
identificacdo da cadeia de poli-I-lisina estdo marcados em vermelho e
indicados pelas letras b, ¢, d (Figura 14A). Tais prétons foram
identificados através dos sinais em —3.98 (proton b) € —2.97 ppm (proton
¢, d). Os prétons de identificacdo da insercdo da molécula de colesterol
estdo marcados em azul e indicados pelas letras a, e (Figura 14B). Tais
prétons foram identificados através dos sinais em —5.39 (proton a) e
—0.73 ppm (préton e).

Para calcular a porcentagem de insercdo de colesterol nas cadeias
de poli-lisina, foi feita a integracdo dos sinais. O sinal do préton b
(identificador da poli-I-lisina), foi definido com o valor de 1.00 (referente
a 1 hidrogénio - 1H). A partir dai, a integracdo do sinal de ¢ & d (2
hidrogénios da poli-lisina) mostrou o valor somado de 2.01, indicando a
acertividade da medicéo. O sinal a (1 hidrogénio do colesterol - 1H) e o
sinal e (3 hidrogénios do colesterol - 3H), mostraram o valor de
integracdo em relacdo ao sinal b com 0.30 e 0.92. Como o valor atribuido
a 1H de poli-lisina foi 1.00 (préton b), e o valor obtido na integracdo do
sinal de 1H da molécula de colesterol (préton a) foi de 0.30, a integracéo
indica a insercdo de 30% de colesterol nas cadeias de poli-I-lisina. Em
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exemplo, se houvesse insercdo de colesterol em 100% das aminas
primarias de poli-I-lisina, a integracdo dos dois sinais seria proxima a
1.00.

Figura 13: A) estrutura quimica de PLC com marcacdo de prétons para
identificagdo; B) espectro de *H-RMN de PLC em CD;0D.
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Desta forma, com a integracdo calibrada das areas dos sinais
atribuidos ao composto PLC, pode-se observar que a insercdo do
colesterol na molécula de PLL apresenta-se em torno de 30%,
confirmando o sucesso da sintese do polimero conjugado.
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3.3.1.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS) e mobilidade eletroforética
(potencial zeta)

Para analisar o comportamento do polimero em meio aquoso, e
confirmar se houve a formacéo de nanoparticulas devido as caracteristicas
anfifilicas do polimero, foi realizada a anélise do didmetro hidrodindmico
por DLS. Para a determinacdo da carga superficial das nanoparticulas
utilizou-se a técnica de mobilidade eletroforética. Para tanto,
anteriormente as leituras o polimero foi solubilizado em H,O (1mg/ml),
homogeneizado vigorosamente e filtrado.

De acordo com o gréafico de distribuicdo de tamanho por
intensidade mostrado na Figura 14, pode-se confirmar que houve a
formagdo de agregados nanométricos de didmetro hidrodindmico médio
em 59 nm e indice de polidispersdo de 0.427. A distribuicdo do didmetro
por intensidade apresentou-se unimodal, teve pico em 100 nm e confirma
a formacdo de agregados nanométricos. A suspensdo de nanoparticulas
apresentou carga superficial de 48 mV, ou seja, bastante positiva,
sugerindo a formacdo de nanoparticulas de acordo com a hipdtese da
figura 9, em que a poli-l-lisina (catidnica e hidrofilica) forma uma
camada externa sobre o nlcleo de colesterol (hidrofébico).

Figura 14: Histograma de distribuicdo de tamanho por intensidade
determinado por medidas de DLS das nanoparticulas de PLC formadas
em agua.
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3.3.2 Caracterizagdo das membranas de nanocelulose com superficie
modificada

O processo de modificacdo de superficie de filmes através da
incorporacdo de polimeros foi baseado em técnica descrita por Souza
(2011). A adsorcdo do polimero PLC foi realizada por interagéo
eletrostatica entre as aminas positivas de PLC com as fibras negativas da
BNC.

Diferencas significativas na estrutura superficial entre as
membranas BNC e BNC-PLC foram macroscopicamente observadas
guando as mesmas estavam em estado liofilizado (Figura 15). A BNC
apresenta naturalmente um aspecto branco opaco quando liofilizadas. Ja a
BNC-PLC apresentou uma perda desta opacidade, mostrando-se com
aspecto transparente ou “engordurado”. Tal mudanca no aspecto
macroscépico da membrana, € sugestivo da deposicao superficial da Poli-
I-lisina-colesterol, que possui moléculas de colesterol (lipideo) ligadas
covalentemente a lisina. Tais diferencas ndo foram observadas quando a
membrana estava hidratada.

Figura 15: Fotografia das membranas BNC e BNC-PLC. Os pocgos
superiores mostram membranas hidratadas em meio DMEM e abaixo
membranas liofilizadas (BNC a esquerda, BNC-PLC a direita)

- ——

Fonte: elaborado pelo pr()_prio autor.

3.3.2.1 Espectroscopia de infravermelho por refletancia total atenuada
(FTIR-ATR)

As membranas de BNC e BNC-PLC foram analisadas por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
combinada com refletdncia total atenuada (ATR) com o objetivo de
caracterizar quimicamente e identificar os grupos funcionais presentes. A
espectroscopia no infravermelho (IR) atribui bandas ou picos
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relacionados a orientacdo e estrutura das moléculas presentes em
materiais distintos (KACURAKOVA et al., 2002).

A regido estudada para analise das membranas BNC e BNC-PLC,
bem como do polimero PLC, abrangeu a janela espectral entre 0s picos
correspondentes a 3800 e 1000 cm™. Como ilustrado na Figura 16, a
janela espectral corresponde as bandas ou picos de grupos funcionais que
caracterizam as membranas estudadas.

Figura 16: Anélise por Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) do polimero PLC e das membranas
BNC e BNC-PLC.
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No espectro da BNC foram encontradas as bandas tipicas em
3346 cm™ de estiramento da ligacdo OH e 2895 cm™ de estiramento
assimétrico de CH,. A banda em 1427 cm™ refere-se a vibracfes da
ligacdo HCH e OCH, enquanto em 1316 cm™ & deformacdo angular
simétrica fora do plano CH,, em 1161 cm™ ao estiramento assimétrico
COC, em 1110-1058 cm™ ao estiramento CO e CC. Tal resultado
encontra-se em acordo com os trabalhos de Godinho (2014) e Sugiyama
et al (1991), que fizeram atribuicbes exatas as mesmas bandas.

Por sua vez, no espectro de PLC foram encontradas as bandas
tipicas em 3305 referentes ao estiramento NH das aminas e amidas, e as
bandas em 2934 e 2866 cm™ referentes ao estiramento de metileno,
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respectivamente. As bandas em 1651 e 1538 cm™ referem-se as amidas
priméarias e amidas secundarias do polipeptideo, respectivamente. Tais
bandas foram observadas por Jordan et al. (2014), na analise de poli-I-
lisina.

Por outro lado, as bandas da regido espectral entre 2800 e 3000
cm™ foram observadas por (Paradkar & Irudayaraj, 2002) referentes a
andlise da molécula de colesterol. Esta regido esta correlacionada com
vibragdes simétricas e assimétricas dos grupos CH, e CHj e é diagndstica
para a determinacdo do conteddo de colesterol (PARADKAR &
IRUDAYARAJ, 2002).

Finalmente, além das bandas caracteristicas da celulose o
espectro BNC-PLC mostra as bandas 2893 (aumentada), 1651 e 1538 cm’
! que séo caracteristicos do polimero PLC. Este resultado confirma que o
polimero PLC foi incorporado na BNC através da metodologia utilizada.

3.3.2.2 Microscopia de forca atbmica (AFM)

Para analise da topografia da superficie das membranas de
nanocelulose pura e modificada, foi realizada a microscopia de forca
atdbmica (AFM). As imagens topograficas estdo apresentadas na Figura
17. A topografia de BNC (Figura 17 A e B) mostrou a organizacdo de
fibras de celulose em clusters na face superior (de contato com o ar), que
é reconhecidamente menos porosa que a face inferior (de contato com
agua e bactéria produtora) (STUMPF et al, 2013). Tais clusters tornaram
a topografia de BNC com formas abruptas e margens em forte declive.
Surpreendentemente, a membrana modificada BNC-PLC (Figura 17 C e
D) mostrou topografia suave, em geral com aclives longos porém menos
abruptos. E importante lembrar que tais caracteristicas foram observadas
nas membranas liofilizadas, e que o processo de liofilizacdo pode
modificar a estrutura original da membrana hidratada.

A Figura 18 mostra a ampliacdo de uma regido da Figura 17 C,
para melhor visualizagdo das nanofibras. Como pode ser observado, a
topografia suave apresentada pela BNC-PLC é composta por nanofibras
de didmetro ao redor de 100 nm, que se encontram entrelacadas. Tal valor
aproximado € correspondente ao achado de outros pesquisadores
(STUMPF et al, 2013; GODINHO, 2014; GODINHO et al, 2015),
utilizando técnicas distintas, como microscopia eletronica de varredura.

Um dos objetivos desta analise foi identificar a presenca ou nao
de agregados nanométricos (nanoparticulas) depositados na superficie da
nanocelulose, provenientes da adsor¢do do polimero PLC em solucéo.
Néo foram observados agregados em torno de 100 nm sob as fibras. Tais
agregados modificariam a topografia por aumentar pontualmente a altura
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da fibra, o que ndo foi observado em aumentos nas imagens. Mandal e
Chakrabarty (2015), observaram estruturas nanométricas (circuladas em
verde) e micrométricas em biofilmes compostos contendo celulose
(Figura 19). Os achados desta analise mostram que ndo ha nanoparticulas
aderidas as fibras de nanocelulose, sugerindo o desenovelamento do
polimero sobre as fibras, tal como apresentado na hipétese ilustrada na
Figura 9.

Figura 17: Imagens de microscopia de forca atbmica (AFM) da superficie
das membranas de nanocelulose pura (BNC) e com superficie modificada
(BNC-PLC). A e B) Imagem topografica da BNC em 2D e 3D,
respectivamente. C e D) Imagem topografica da BNC-PLC em 2D e 3D,
respectivamente.
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Figura 18: Imagem 2D ampliada da superficie superior da membrana de
nanocelulose modificada (BNC-PLC). Barra corresponde a 1 pum.

Figura 19: Imagem de AFM do trabalho de Mandal e Chakrabarty (2015)
mostrando a presenca de nanoparticulas (circulos verdes) na superficie de
biofilme de Polivinil-alcool/ poliacrilamida- nanocelulose.

) 2 ) ¢ 3

Fonte: Mandal e Chakrabarty (2015)
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3.3.3 Analise da biocompatibilidade in vitro da membrana de
nanocelulose bacteriana com superficie modificada

3.3.3.1 Citotoxicidade direta

Os hidrogéis de BNC sdo descritos na literatura como um
biomaterial ndo-citotoxico para aplicacbes na engenharia de tecidos
(CZAJA et al., 2007). Com o intuito de avaliar se a adsor¢do de PLC
nas membranas de BNC iria afetar o potencial citotoxico em células
de mamifero, foi realizado teste de citotoxicidade direta, de acordo
com orientacBes contidas no guia para testes de citotoxicidade in vitro
para dispositivos médicos 1SO 10993-5: 2009.

De acordo com a Figura 20, os resultados obtidos pelo ensaio
MTT demonstraram que o0s hidrogéis BNC e BNC-PLC néo
induziram resposta citotoxica em células L929 apds 7 dias de cultura.
Apbs 1, 3 e 7 dias de cultura em contato com as membranas BNC-
PLC as células L929 apresentaram atividade metabdlica de 90%,
108% e 138% respectivamente, em comparacao com as membranas de
BNC (100%).

Figura 20: Atividade metabdlica de células L929 cultivadas em contato
direto com membranas BNC e BNC-PLC durante 7 dias. *P<0.05.
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Baseado nos resultados descritos acima, podemos concluir que a
adsorcdo da PLC aumentou a atividade metabélica das células L929, o
gue demonstra a auséncia de toxicidade do material desenvolvido. Os
resultados apresentados na figura 20 corroboram com outros trabalhos da
literatura, os quais demonsmostram a auséncia de citotoxicidade induzida
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pela BNC combinada a poli-L-lisina (FURSATZ et al, 2017; SOUZA,
2011; CULEBRAS et al., 2015; BAZRAFSHAN E JEBALLI, 2015).

3.3.3.2 Analise da morfologia celular
3.3 3.2.1 Cultura de Fibroblastos humanos dermais primarios (HDF)

Os fibroblastos humanos dermais primérios (HDF) foram
cultivados nas membranas BNC e BNC-PLC por um periodo de 7 dias.
Micrografias representativas foram registradas nos dias 1, 3 e 7. De
acordo com a Figura 21 foi possivel observar confluéncia celular
(formacdo de monocamada) com distribuicdo homogénea das células
ap6s 24 horas de cultura em ambas as amostras analisadas. Os
fibroblastos apresentaram-se entrelagados, com morfologia tipica de sua
espécie e alongamento do citoesqueleto. Apos 3 dias de cultura observa-
se nas bordas da monocamada formada, que houve proliferacdo e
migracdo celular, evidenciado pela morfologia mais alongada e
direcionada das células em ambas amostras. Apds 7 dias de cultura foi
possivel observar um exacerbamento do perfil migratério das células
cultivadas na membrana BNC-PLC, as quais apresentaram-se com o
citoesqueleto mais alongado quando comparadas as cultivadas na BNC.

A figura 22 apresenta uma ampliacdo (aumento de 100x) das
micrografias registradas no sétimo dia de cultura. Foi possivel observar
em detalhe, que os fibroblastos apresentaram morfologia tipica de célula
migratoria, com presenca de lamelipddios e filopodios nas duas amostras.
Entretanto as células apresentaram migracdo direcionada, com
prolongamentos mais intensos quando cultivadas na BNC-PLC.

No processo de migracdo celular a célula coordena a
polimerizacdo/despolimerizacdo de filamentos de actina de seu
citoesqueleto de maneira ordenada, de modo a promover deformagbes em
sua membrana que a impulsionam pelo substrato permitindo a sua
migracdo. Tais deformacfes sdo denominadas lamelipddios, que podem
conter finas extensdes chamadas filopddios. Os filopddios sdo formados
por um nucleo de filamentos de actina que se alonga em uma direcdo
Unica, estendendo a membrana plasmatica como um fio. sdo
polimerizadas paralelamente ao substrato, dando a esta projecdo um
aspecto de um leque que se espalha sobre uma superficie plana (TREPAT
etal., 2015).
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Figura 21: Micrografias representativas dos Fibroblastos humanos
primarios (HDF) cultivados nas membranas BNC e BNC-PLC ao longo
de 7 dias (Aumento de 10x; barras correspondem a 100 um).
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Figura 22: Micrografias representativas dos Fibroblastos humanos
primarios (HDF) com caracteristica migratoria cultivados nas membranas
BNC (A) e BNC-PLC (B) por 7 dias (Aumento de 100x; barras
correspondem a 100 pm).

A avaliagdo da morfologia celular apresentada pela interagdo

célula-célula e célula-material, no que se refere a organizacdo do
citoesqueleto, evidencia que as membranas apresentam um
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microambiente propicio para a proliferacgio e migracdo celular
(GODINHO, 2014).

3.3.3.2.2 Modelo de cocultura em semeadura simultanea

Em teste preliminar de cocultura na placa de poliestireno foi
possivel observar que as duas linhagens distintas conseguiram aderir
normalmente no fundo da placa quando cultivadas juntamente sob a
mesma condi¢do. As duas linhagens apresentaram morfologia usual de
sua espécie, como mostrado na figura 23. Este resultado confirma a
possibilidade de investigar o estabelecimento de cocultura das células
epiteliais na superficie das membranas de nanocelulose, utilizando o
mesmo microambiente e condic¢Bes de cultivo para ambas.

Figura 23: Micrografias representativas dos fibroblastos (setas brancas) e
queratindcitos (setas pretas) em cocultura por 48 horas. Imagem obtida
através de imagem de microscopio Optico. (A) micrografia original (4X) e
(B) micrografia ampliada (10x).
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O modelo de cocultura simultanea foi baseado em técnica
descrita por Cerqueira e colaboradores (2014), com algumas
modificacdes. Basicamente foi feita uma modificacdo na proporcdo em
que os fibroblastos e queratindcitos foram semeados, na qual foi utilizada
a proporcdo 1:1 ao invés de 1:5 entre queratindcitos e fibroblastos
respectivamente.



81

De acordo com a Figura 24 foi possivel observar que ap6s 1 dia de
cultivo, tanto os fibroblastos quanto os queratinécitos aderiram as membranas
BNC e BNC-PLC. Os fibroblastos apresentaram-se com o citoesqueleto
alongado, em maior nimero na membrana BNC-PLC, enquanto os
queratindcitos estavam arredondados em iguais propor¢Bes em ambas
membranas testadas (morfologia tipica das linhagens em aderéncia). Apés 3
dias de cultivo foi possivel observar a proliferacdo dos fibroblastos,
evidenciada pela formagdo de uma monocamada de células alongadas e
interconectadas, mais expressiva na membrana BNC-PLC. Entretanto ndo foi
possivel observar a proliferacdo dos queratindcitos, 0s quais se mantiveram
na mesma proporgdo, com morfologia arredondada, isoladamente. Em 7 dias
de cultivo a monocamada de fibroblastos apresentou-se mais concentrada em
ambas membranas, porém o0s queratindcitos permaneceram aderidos
isoladamente. Tal comportamento sugere que 0s queratindcitos néo
encontraram nas membranas BNC e BNC-PLC um ambiente propicio para
aderéncia e proliferacéo.

Figura 24: Micrografias representativas dos Queratindcitos HacaT e
Fibroblastos primarios (HDF) em modelo de cocultura simultdnea nas
membranas BNC e BNC-PLC por um periodo de 7 dias. (Aumento de
10x).
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3.3.3.2.3 Modelo de cocultura organotipico

O modelo de cocultura organotipico foi baseado em técnica
descrita por Lin e colaboradores (2013). Para tanto, foi desenvolvido um
modelo equivalente a estrutura da pele humana utilizando fibroblastos
primarios e queratindcitos humanos cultivados em camadas sobre a
membrana de nanocelulose. Os fibroblastos humanos dermais primarios
(HDF) foram semeados nas membranas de nanocelulose e ap6s o periodo
de incubacdo de 24h, os queratindcitos (HacaT) foram semeados sobre a
monocamada de fibroblastos a fim de reproduzir um modelo similar a
estrutura original da pele.

De acordo com a Figura 25, ap6s 1 dia de cultivo em cocultura
foi possivel observar uma monocamada de queratinécitos aderidos sobre
a camada de fibroblastos, evidenciada pela morfologia cubdide tipica dos
queratindcitos aderidos. Importante salientar que a analise morfologica
apresentada neste estudo foi realizada em microscépio éptico, portanto
ndo nos permite visualizar a camada de fibroblastos aderida abaixo dos
queratindcitos. Entretanto os resultados apresentados na figura 21
suportam o fato de que, nas mesmas condi¢8es de cultivo, os fibroblastos
estejam aderidos em monocamada, fornecendo suporte estrutural para o
crescimento dos queratindcitos. Em 3 dias de cultivo observou-se um
aumento na densidade da monocamada, sugestivo de proliferagdo celular
em ambos grupos analisados. Ap6s 7 dias de cultivo os queratindcitos
mantiveram-se aderidos, e devido a alta densidade celular, ndo foi
possivel visualizar a morfologia da célula isoladamente. Pode-se afirmar
apenas que existe uma monocamada densa, sugestiva de estratificacdo
(diferenciacdo) dos queratindcitos em processo de formacdo das camadas
epidérmicas.
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Figura 25: Micrografias representativas dos Queratinécitos HacaT e
Fibroblastos primarios (HDF) em modelo de cocultura organotipica nas
membranas BNC e BNC-PLC por um periodo de 7 dias (Aumento de
10X, barras correspondem a 100 um).
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O presente resultado qualitativo ndo nos permite afirmar sobre a
viabilidade das células em cocultura organotipica. Portanto faz-se
necessaria a execugao de testes de atividade metabdlica para confirmar a
superioridade deste modelo em relacio ao modelo de semeadura
simultanea.

3.3.3.3 Andlise da atividade metabdlica (MTS)

De acordo com a metodologia descrita neste estudo, o ensaio de
atividade metabdlica foi realizado para alcancar dois objetivos:
determinar se a adsorcdo da Poli-L-lisina-colesterol altera a atividade
metabdlica das células cultivadas na BNC e BNC-PLC e determinar a
eficiéncia dos dois modelos de cocultura desenvolvidos neste estudo.

As Figuras 26 e 27 demonstram os resultados obtidos nos ensaios
de andlise da atividade metabdlica de fibroblastos humanos primarios e
gueratindcitos humanos HacaT, respectivamente,  cultivados
separadamente sobre as membranas BNC e BNC-PLC por um periodo de
7 dias.

De acordo com a Figura 26, foi possivel observar que houve um
aumento significativo da atividade metabdlica dos fibroblastos primarios
cultivados tanto na membrana BNC, quanto na membrana BNC-PLC ao
longo dos 7 dias, indicando que as células proliferaram sobre as
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membranas. Em 3 dias de andlise as células cultivadas na BNC e BNC-
PLC aumentaram a atividade metabdlica em 40% e 60%, respectivamente
(diferenca ndo estatisticamente significativa). Entretanto pode-se observar
que ao final dos 7 dias os fibroblastos cultivados na BNC-PLC
apresentaram atividade metabdlica maior, em torno de 100%, enquanto
as células cultivadas na BNC proliferaram em torno de 50%. Esta
diferenca foi estatisticamente significante (p<0,05)

Figura 26: Atividade metabolica de fibroblastos humanos primarios
cultivados sobre a superficie de membranas de nanocelulose bacteriana
(BNC e BNC-PLC); andlise em 1, 3 e 7 dias. Os valores estdo expressos
como % de atividade metabdlica, mostrando a sua evolugdo em relagdo
ao primeiro dia de cultura.
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De acordo com os resultados descritos na Figura 27, foi possivel
observar que houve estagnacdo da atividade metabdlica dos
queratindcitos humanos cultivados tanto na membrana BNC, quanto na
membrana BNC-PLC ao longo dos 7 dias. Em 3 dias de andlise as células
cultivadas na BNC e BNC-PLC apresentaram um aumento significativo
da atividade metabdlica em 20% e 60%, respectivamente. Porém foi
possivel observar que ao final dos 7 dias de andlise houve uma
diminuicdo da atividade metabolica dos queratindcitos, sugerindo que
este tipo celular ndo reconheceu a BNC e BNC-PLC como substratos
propicios para proliferacdo. Importante salientar que apesar da
diminuicdo da atividade metabdlica apresentada no Gltimo dia das
analises, comparada ao terceiro dia de cultivo, as membranas néo
apresentaram potencial citotoxico em relagdo ao primeiro dia de cultivo.
Foi possivel afirmar apenas que 0s queratindcitos ndo apresentaram
potencial proliferativo em ambas membranas testadas.
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Figura 27: Atividade metabdlica de queratindcitos humanos cultivados
sobre a superficie de membranas de nanocelulose bacteriana (BNC e
BNC-PLC); anélise em 1, 3 e 7 dias. Os valores estdo expressos como %
de atividade metabdlica, mostrando a sua evolugdo em relacdo ao
primeiro dia de cultura.
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As Figuras 28 e 29 demonstram os resultados obtidos nos ensaios
de andlise da atividade metabdlica de fibroblastos humanos primarios e
gueratindcitos humanos HacaT cocultivados nas membranas BNC e
BNC-PLC por um periodo de 7 dias.

De acordo com a Figura 28, foi possivel observar que houve um
aumento significativo da atividade metabdlica das células cocultivadas
em modelo de semeadura simultanea tanto na membrana BNC, quanto na
membrana BNC-PLC ao longo dos 7 dias. Em 3 dias de andlise as células
cocultivadas na BNC e BNC-PLC aumentaram a atividade metab6lica em
50% similarmente nas duas membranas testadas. Ao final dos 7 dias as
células cocultivadas na BNC-PLC apresentaram atividade metabdlica
superior, em torno de 90%, enquanto as células cultivadas na BNC
aumentaram sua atividade em torno de 60%. Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p<0,05). Apesar do aumento observado na
atividade metabdlica das células cocultivadas nas duas membranas,
acredita-se que tal resultado pode ser atribuido apenas a atividade dos
fibroblastos, pois é possivel observar um perfil similar ao obtido nos
resultados apresentados na Figura 26. Levando em conta a metodologia
empregada no modelo de cocultura simultanea, os dois tipos celulares
estdo em contato direto com as membranas de nanocelulose, e tal cenario
ndo é favoravel para os queratinécitos. De acordo com a Figura 27, foi
possivel observar que 0s queratindcitos ndo apresentaram aumento da sua
atividade metabdlica ao longo dos 7 dias de analise. Portanto este
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resultado permite-nos concluir que o modelo de cocultura simultanea em
membranas de BNC ou BNC-PLC ndo é funcional para os dois tipos
celulares distintos a0 mesmo tempo.

Figura 28: Atividade metabdlica de fibroblastos e queratindcitos humanos
cocultivados simultaneamente sobre a superficie de membranas de
nanocelulose bacteriana (BNC e BNC-PLC); andlise em 1, 3 e 7 dias. Os
valores estdo expressos como % de atividade metabolica, mostrando a sua
evolucdo em relagdo ao primeiro dia de cultura.
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A Figura 29 apresenta os resultados da analise da atividade
metabdlica das células cocultivadas em modelo organotipico tanto na
membrana BNC, quanto na membrana BNC-PLC ao longo dos 7 dias. No
modelo de cocultura organotipico apenas os fibroblastos estdo em contato
direto com a nanocelulose, formando uma monocamada (feeder layer)
para fornecer suporte estrutural aos queratinécitos. Em 3 dias de analise
as células cocultivadas ha BNC e BNC-PLC aumentaram a atividade
metabdlica em 5% e 10% respectivamente. Ao final dos 7 dias as células
cocultivadas na BNC-PLC apresentaram atividade metabdlica superior,
em torno de 20%, enquanto as células cocultivadas na BNC aumentaram
sua atividade em torno de 10%. Esta diferenca foi estatisticamente
significante (p<0,05).
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Figura 29: Atividade metabdlica de fibroblastos e queratindcitos humanos
cocultivados em modelo organotipico sobre a superficie de membranas de
nanocelulose bacteriana (BNC e BNC-PLC); andlise em 1, 3 e 7 dias. Os
valores estdo expressos como % de atividade metabolica, mostrando a sua
evolucdo em relagdo ao primeiro dia de cultura.
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Aparentemente, a evolucdo da atividade metabolica no modelo
de cocultura organotipico é mais lenta quando comparada ao modelo de
cocultura simultaneo. Porém acredita-se que os dois tipos celulares
estejam metabolicamente ativos, na mesma proporcao, o que ndo acontce
no modelo de cocultura simultaneo. Portanto o presente ensaio permite-
nos afirmar que o modelo de cocultura organotipico ¢ melhor e mais
seguro do que o modelo de semeadura simultdnea. Também foi possivel
observar que adsorcdo da Poli-L-lisina-colesterol favoreceu a atividade
metabolica das células cultivadas na BNC-PLC, em todos os grupos
analisados.

3.3.3.4 Analise da viabilidade celular qualitativa (live and dead)

O resultado do ensaio de atividade metab6lica por MTS
apresentado na sessao anterior ndo nos permitiu distinguir a atividade dos
fibroblastos e queratindcitos separadamente quando em cocultura
organotipica. Nao foi possivel afirmar se os queratinécitos em cocultura
organotipica apresentavam-se metabolicamente ativos ou nao apés os 7
dias de cultivo. Para confirmar se os dois tipos celulares ainda
encontravam-se viaveis apés 7 dias de cocultura organotipica, foi
realizado o ensaio live and dead.

Este ensaio fluorescente cora as células metabolicamente viaveis
em verde (calceina), e as células mortas ou metabolicamente inativas em
vermelho (homodimero de etideo). O teste se baseia no principio de que a
calceina é permeével a membrana celular, porém, apos ser clivada por
esterases contidas em células vivas, a mesma se torna incapaz de
atravessar a membrana, permanecendo retida dentro da célula e levando a
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um aumento da fluorescéncia verde ao longo do corpo celular. O
homodimero de etideo s6 é capaz de permear células que apresentem
membrana danificada, ou seja, em processo de morte. Apds permear a
membrana celular, 0 homodimero de etideo se liga aos acidos nucléicos,
emitindo fluorescéncia vermelha (DORIA, 2013). A imagem de
fluorescéncia apresenta as sobreposisGes das micrografias capturadas em
microscopio de fuorescéncia equipado com o filtro 488 para as imagens
verdes e 633 para as imagens vermelhas.

A Figura 30 apresenta os resultados da analise qualitativa de
viabilidade dos fibroblastos humanos primarios cultivados ao longo de 7
dias nas membranas BNC e BNC-PLC. Pode-se observar que 0s
fibroblastos cultivados isoladamente apresentaram-se metabolicamente
ativos ap0s 7 dias de cultivo nas duas membranas testadas. A quantidade
de células mortas ou metabolicamente inativas € insignificante nas duas
amostras, porém observou-se um leve aumento na membrana BNC.
Ainda que o objetivo principal deste ensaio ndo seja avaliar morfologia
celular, estes resultados corroboram com as observacfes realizadas
quanto ao alongamento do citoesqueleto, o que comprova a boa adaptacdo
dos fibroblastos cultivados nas membranas BNC e BNC-PLC.
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Figura 30: Fibroblastos humanos primarios metabolicamente ativos apos
7 dias de cultivo sobre as membranas de nanocelulose BNC (controle) e
BNC-PLC. As células vivas estdo coradas em verde e as células mortas
estdo coradas em vermelho.
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A Figura 31 apresenta os resultados da analise qualitativa da
viabilidade dos fibroblastos humanos primarios e queratindcitos Hacat em
modelo de cocultura organotipica ao longo de 7 dias nas membranas BNC
e BNC-PLC. Foi possivel observar que os queratindcitos cultivados sobre
a monocamada de fibroblastos apresentaram-se metabolicamente ativos
apo6s 7 dias de cultivo nas duas membranas testadas. A quantidade de
células mortas ou metabolicamente inativas é insignificante nas duas
amostras. A imagem de fluorescéncia apresentada, nos permite identificar
com clareza a morfologia tipica dos queratindcitos aderidos sobre os
fibroblastos, 0 que nio acontece na imagem de microscopia de luz. E
possivel diferenciar claramente a monocamada de queratindcitos, a qual
apresenta-se em grumos arredondados, da monocamada de fibroblastos
(evidenciada na figura 30) a qual apresenta-se como uma rede de células
alongadas e interconectadas.
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Figura 31: Fibroblastos humanos primarios e Queratinécitos humanos em
modelo de cocultura organotipica metabolicamente ativos apds 7 dias de
cultivo sobre as membranas de nanocelulose BNC e BNC-PLC.
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O presente resultado permitiu concluir que os dois tipos celulares
encontram-se metabolicamente viaveis apds 7 dias de cultivo em
cocultura organotipica, confirmando a eficiéncia do modelo
desenvolvido.

3.3.3.5 Analise da adesdo celular

A adesdo é essencial na comunicacdo celular e regulacéo, € é de
fundamental importancia no desenvolvimento e manutencdo de tecidos.
As interacBes mecénicas entre uma célula e sua matriz extracelular
podem influenciar e controlar o comportamento e a funcdo das células
(KHALILI E AHMAD, 2015). Para que ocorra uma boa interacdo
scaffold-célula é necesséario que se estabelega inicialmente a adeséo
celular ao substrato. Tal processo estd relacionado com a adsor¢do de
proteinas adesivas e é direcionado por caracteristicas do substrato como



91

hidrofilicidade, hidrofobicidade e disposicdo de cargas elétricas de
superficie (NASCIMENTO E LOMBELLO, 2016).

Neste ensaio foram utilizados apenas fibroblastos humanos
primarios, levando em conta a eficiéncia do desenvolvimento do modelo
de cocultura organotipico e a baixa atividade metabdlica dos
queratindcitos cultivados nas membranas de BNC e BNC-PLC. No
modelo de cocultura organotipico, apenas os fibroblastos estdo em
contato direto com a membrana de BNC, fornecendo uma monocamada
de suporte (feeder layer) para o crescimento dos queratindcitos.

A capacidade de adesdo dos fibroblastos foi testada nas
diferentes membranas nos intervalos de 30, 60 e 120 minutos. As células
apresentaram uma rapida adesdo as membranas BNC e BNC-PLC. Em
duas horas as células encontravam-se completamente aderidas nos dois
grupos avaliados. Entretanto observou-se que as células aderiram mais
rapidamente quando semeadas na membrana BNC-PLC.

De a cordo com o gréafico apresentado na figura 32, em 30
minutos, cerca de 98% das células ja haviam aderido a BNC-PLC
enquanto 93% (p<0,001) haviam aderido a BNC. Em 60 minutos
praticamente todas as células ja haviam aderido a BNC-PLC enquanto
96% encontravam-se aderidas a BNC. Apenas em 120 minutos observou-
se um perfil de aderéncia similar nos dois grupos analisados (aderéncia
total).

Figura 32: Capacidade de adesdo de Fibroblastos humanos primarios as
membranas de nanocelulose BNC e BNC-PLC ao longo do tempo
(analise em 30, 60 e 120 min).*p<0,001; Two way Anova e Bonferroni
Post hoc test.
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A rapida aderéncia das células na membrana BNC-PLC pode ser
atribuida & interacdo eletrostatica e a interacdo hidrofobica das células
com a membrana, promovida pela modificacdo de superficie da BNC
através da adsorcdo da PLC. O presente resultado permite-nos confirmar
que a modificacdo de carga da superficie da BNC é eficaz para a adesao
de fibroblastos humanos primarios.

Concomitantemente a andlise, as células semeadas nas
membranas foram fotografadas em microscopio éptico para registro da
imagem em cada intervalo de tempo correspondente. De acordo com as
micrografias apresentadas na figura 33, foi possivel observar que no exato
momento da semeadura (Oh), as células apresentaram-se
homogeneamente distribuidas na superficie da BNC-PLC, o que ndo pode
ser observado na membrana BNC, onde as células estavam depositadas
em grumos. Importante salientar que o nimero de células semeadas foi o
mesmo em ambas amostras. Tal fato é sugestivo da presenca da PLC
adsorvida homogeneamente sobre a superficie da BNC, estimulando a as
interacdes eletrostatica e hidrofébica entre as células e a membrana
modificada. Em 30 minutos ainda foi possivel observar a distribuicéo
irregular das células depositadas sobre a BNC e a distribuicdo homogénea
das células j& aderidas na BNC-PLC. Apenas partir de 60 minutos, as
células na BNC apresentaram morfologia tipica de adeséo e distribuicéo,
similar ao observado na BNC-PLC.
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Figura 33: Micrografias representativas da adesdo de Fibroblastos
humanos primérios as membranas de nanocelulose BNC e BNC-PLC ao
longo do tempo (em 0, 30, 60 e 120 min; aumento 10X).
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3.3.3.6 Analise da expressdo génica por RT-PCR em tempo real
3.3.3.6.1 Extracdo de RNA

O RNA total dos fibroblastos humanos priméarios cultivados
sobre as membranas BNC e BNC-PLC foi extraido e purificado
utilizando-se o kit RNeasy plant (Qiagen, USA). Para tanto, as células
foram semeadas na densidade de 1x10° células/membrana e cultivadas
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por um periodo de 24h. As células cultivadas diretamente sobre a placa de
poliestireno foram utilizadas como controle.

Estudos anteriores reportaram a extracdo de RNA de células
cultivadas na nanocelulose, tais como: células neuronais (ZHU et al.,
2013), condrocitos (AVILA et al., 2015), células-tronco de tecido adiposo
(ZHANG et al; 2013) e outros. Entretanto ambos descreveram 0 processo
de extracdo de RNA removendo as células do biomaterial antes do
procedimento. A remocdo das células do biomaterial é eficiente em
termos de reducdo da contaminacdo do acido nucleico pelos residuos da
celulose mas por outro lado pode alterar a expressdo de genes
relacionados com a adesdo celular, prejudicando a andlise. Outros estudos
envolveram a extracdo de RNA de fibroblastos, porém cultivados em
biomateriais distintos: Nanofibras de algoddo (PEREIRA et al, 2013),
scaffolds de proteina de soja (LIN et al., 2013), poly(ethylene glycol)-g-
chitosan (TSAO et al, 2014).

Até o presente momento, o método aqui apresentado foi o
primeiro a permitir o isolamento de RNA de fibroblastos humanos
dermais primérios cultivados diretamente sobre a BNC. A obten¢do de
acidos nucléicos de alta qualidade é um passo critico em estudos de
biologia molecular, principalmente quando se utilizam biomateriais
complexos como a nanocelulose bacteriana. O método desenvolvido neste
estudo ¢ rapido e aplicavel para extrair RNA de alta pureza de células
mamadrias cultivadas em membranas de BNC, sem necessidade de
remocdo das células cultivadas sobre o biomaterial. As etapas criticas
incluiram a lise mecéanica em ultrassom para romper a estrutura celular
bem como as fibras de nanocelulose e a separacdo dos acidos nucléicos
dos detritos e contaminantes, utilizando o filtro de microcentrifuga
homogenizador Qiashredder (Qiagen, EUA).

O rendimento do RNA extraido das amostras e o grau de pureza
esta descrito na Tabela 6.
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Tabela 6: Concentracdo e grau de pureza do RNA total extraido de
Fibroblastos humanos primarios cultivados sobre as membranas de
nanocelulose bacteriana BNC e BNC-PLC. As células culivadas na placa
de poliestireno foram utilizadas como controle.

ID Amostras Concentracao (ng/pl)* Grau de Pureza (Ax/Azg)**
1 Controle 1 78,51 2,04
2 Controle 2 85,7 2,08
3 Controle 3 151,8 2,06
4 BNC 1 102,5 2,05
5 BNC 2 133,9 2,07
6 BNC 3 315,1 2,09
7 BNC-PLC 1 176,1 2,06
8 BNC-PLC 2 185,3 2,05
9 BNC-PLC 3 146,9 2,05

*Concentracao de RNA= Agso fator de diluicao (100) X 40

**Os valores Azso/Azgo indicam a razao entre as absorbancias medidas a 260nm e 280nm em espectrofotometro Nanodrop 2000c
(Thermo Fisher).

A pureza do RNA foi avaliada pelas razbes entre os valores da
absorbancia em 260/280nm. As amostras analisadas apresentaram
guantidades de RNA acima de 50 ng/pl com grau de pureza entre 1,7 €
2,0, caracteristicas consideradas adequadas para analise de expressdo
génica. O protocolo aqui desenvolvido demontrou ser eficiente para
extracdo de RNA de células cultivadas em biofilmes polissacarideos,
podendo ampliar o seu espectro de aplicacdo para extracdo de RNA de
outros organismos.

3.3.3.6.2 Amplificacdo dos genes

As andlises de qPCR foram realizadas para determinacdo dos
niveis de mMRNA de Colageno tipo 1, Integrina al e Integrina a2
expressos pelos fibroblastos cultivados sobre as membranas BNC e BNC-
PLC por um periodo de 24 horas. Tais genes foram escolhidos devido a
sua importancia no processo de adeséo celular a superficie da BNC.

A adesdo entre célula e substrato é realizada pela familia das
integrinas, que é composta por 22 heterodimeros de 2 tipos de sub-
unidades ligadas ndo covalentemente entre si. Essa diversidade de
estruturas ocorre devido as varias possibilidades de ligantes (colageno,
laminina, fibronectina, osteopontina, vitronectina). Cada tipo celular
expressa um tipo de integrina, a qual ird se ligar de forma especifica a
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uma proteina da matriz extracelular, conforme descrito anteriormente na
Figura 2 (RIPPA et al., 2013). No caso dos fibroblastos dermais,
especificamente, sdo expressas as integrinas a1p1 e a2f1 que se ligam ao
colageno da matriz extracelular. O colageno tipo I, o tipo de colageno
predominante na pele humana, é produzido principalmente por
fibroblastos, e é importante para a adeséo celular e migragao dentro dos
tecidos conectivos (TSAO ET AL., 2014).

A adesdo celular a um biomaterial esta relacionada a dois
fendmenos diferentes: i) fase de anexacdo, que ocorre rapidamente,
envolve eventos como ligagBes fisico-quimicas entre as células e a
superficie do material; ii) fase de adesdo, que ocorre posteriormente, e
envolve diversas moléculas bioldgicas como proteinas de matriz
extracelular, proteinas de membrana celular e do citoesqueleto. Tais
moléculas interagem conjuntamente para induzir a transdugdo do sinal,
promovendo a acdo de fatores de transcricdo e consequentemente
regulando a expressdo génica (NASCIMENTO E LOMBELLO, 2016).

Os resultados de analise de expressao génica desenvolvidos neste
estudo estdo apresentados a seguir. A figura 34 apresenta a expressao
relativa do gene CollAl em fibroblastos humanos primarios cultivados
sobre as membranas de nanocelulose por um periodo de 24h. Comparado
ao controle placa (considerado 100%), foi possivel detectar uma
expressdo de 30% nas células cultivadas na BNC e 60% na BNC-PLC.
Apesar de a expressdo apresentar-se diminuida em comparacdo ao
controle, o resultado demonstra que mesmo em condigdes complexas de
cultivo em 3D, as células foram capazes de interagir com a matriz de
nanocelulose e induzir fatores de transcricdo para regular a expressao de
colageno tipo 1. Surpreendentemente, pode-se observar um aumento
significativo da expressdo em 30% nas células cultivadas na BNC-PLC
em comparacdo a BNC, confirmando a eficiéncia da modificacdo de
superficie proposta neste estudo.
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Figura 34: Andlise da expressdo de colageno (Col1Al) em fibroblastos
humanos primarios cultivados sobre as membranas de nanocelulose por
um periodo de 24h. Os resultados foram normalizados a partir da
expressdao do gene B-actina. Os valores foram apresentados como % de
expressdo relativa ao controle. *p<0,05 ANOVA e Teste de Tukey.
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A Figura 35 apresenta a expressao relativa do gene Itgal. Foi
possivel detectar uma expressdo de 75% nas células cultivadas na BNC e
115% na BNC-PLC, comparado ao controle placa (100%).
Interessantemente, os niveis de expressdao foram maiores em 40% nas
células cultivadas na BNC-PLC quando comparados a BNC (diferenca
estatisticamente significativa).

Figura 35: Analise da expressdo de Integrina al (Itgal) em fibroblastos
humanos primarios cultivados sobre as membranas de nanocelulose por
um periodo de 24h. Os resultados foram normalizados a partir da
expressdao do gene B-actina. Os valores foram apresentados como % de
expressdo relativa ao controle. *p<0,05 ANOVA e Teste de Tukey.
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A Figura 36 apresenta a expressdo relativa do gene Itga2.
Supreendentemente foi possivel detectar a expressao de 180% nas células
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cultivadas na BNC e 230% na BNC-PLC, ambos niveis significantemente
superiores aos achados no controle placa (100%). Os niveis de expressao
foram maiores em 50% nas células cultivadas na BNC-PLC quando
comparados a BNC (diferenca estatisticamente significativa),
confirmando mais uma vez a eficiéncia da matriz BNC-PLC.

Figura 36: Analise da expressdo de Integrina a2 (Itga2) em fibroblastos
humanos primarios cultivados sobre as membranas de nanocelulose por
um periodo de 24h. Os resultados foram normalizados a partir da
expressdao do gene B-actina. Os valores foram apresentados como % de
expressdo relativa ao controle. *p<0,05 ANOVA e Teste de Tukey.
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No presente estudo, 0 aumento na expressdo de integrinas al e
02 pode estar relacionado com o aumento da morfologia migratoria
apresentado pelos fibroblastos cultivados na membrana BNC-PLC
(Figura 22). No processo de migracdo celular, as extensdes do
citoesqueleto (lamelipodias e filopodias) formam adesdes imaturas junto
ao substrato denominadas adesfes focais. Estas sdo formadas por
agregados de proteinas da matriz extracelular, integrinas e proteinas do
citoesqueleto organizados de cada lado da membrana que sdo
caracteristicamente dinamicos e iniciam o processo de sinalizacdo celular
(FERRAZ E FERNANDES, 2014).

Estudos anteriores de Szulgit et al. 2002 descreveram a alteracdo
da expressao da integrina alp1 em fibroblastos em queldides, cicatrizes
hipertrépicas e em Ulceras induzidas por radiagéo. Eles demonstraram que
as condigdes extracelulares podem ser cruciais para a manutengdo da
expressdo da integrina fibroblastica. Em outras palavras, seus resultados
sugerem que os heterodimeros de integrina a1B1 podem funcionar como
um regulador na derme in vivo.

Fujimura e colaboradores (2007) investigaram o envolvimento e
as caracteristicas funcionais das integrinas na derme, através de um
estudo in vitro utilizando fibroblastos cultivados em scaffolds de
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coladgeno. Foi possivel observar que as contragcfes mediadas por
fibroblastos dependem da integrina a2f1 e as integrinas alp1 e a2f1 sao
receptores importantes que regulam a expressao de coldgeno e matriz
metaloproteinase-1.

O primeiro passo para a interacdo célula/biomaterial é a
aproximacdo e adesdo, através de forgas fisicas e quimicas. Apds o
primeiro contato, a célula passard a expressar genes que produzirdo
proteinas adesivas (resposta bioldgica). O presente estudo foi o primeiro a
analisar e identificar a expressao diferenciada dos genes colageno tipo 1,
integrina ol e integrina 02 em fibroblastos humanos dermais primarios
cultivados em membranas de nanocelulose. Este achado elucida o
mecanismo pelo qual a célula se adapta a nanocelulose para proliferar de
maneira mais eficiente e organizada.

3.4 CONCLUSOES

O objetivo principal do estudo deste capitulo foi modificar a
superficie da BNC, atraves da adsorcdo de Poli-L-Lisina-Colesterol para
favorecer a adesdo e proliferacdo celular através da atuacdo de forcas
eletrostaticas (interagdo com a polilisina) e hidrofébicas (interacdo com o
colesterol). As andlises para caracterizagcdo da BNC-PLC confirmaram a
presenca do polimero adsorvido na superficie da BNC e a auséncia de
nanoparticulas  depositadas sobre a superficie, sugerindo o
desenovelamento do polimero sobre as fibras. A andlises de
biocompatibilidade in vitro revelaram a auséncia de toxicidade, bem
como o aumento da atividade metabdlica e adesdo de fibroblastos
humanos primarios. Os fibroblastos e queratinécitos cocultivados em
modelo organotipico nas membranas BNC-PLC demonstraram
morfologias tipicas de suas linhagens, indicando uma boa adaptacdo
celular a modificacdo de superficie. A analise por gPCR em tempo real
indicou um aumento significativo da expressdo de coldgeno, integrina ol
e integrina 02 nos fibroblastos cultivados sobre a BNC-PLC.

Importante ressaltar que os resultados aqui apresentados sao
inéditos em alguns aspectos, tais como:

i) Modificacdo de superficie da BNC utilizando o polimero Poli-
L-Lisina-Colesterol, para dupla interacdo quimica com as células.

ii) Desenvolvimento do protocolo de extracdo de RNA de
fibroblastos humanos primérios cultivados sobre as membranas BNC e
BNC-PLC, utilizando a etapa de sonicacdo para lise celular, dispensando
a necessidade de remover as células do scaffold.
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iii) Andlise da expressdo génica de integrinas e colageno em
fibroblastos cultivados sobre as membranas.

As anélises in vitro evidenciaram que a membrana modificada
foi capaz de suportar a adesdo e a viabilidade celular, no periodo de 7
dias, com aumento da confluéncia celular, interagdo célula-material e
expressdo de genes chave no processo de adesdo. Dadas as suas
caracteristicas apresentadas e bicompatibilidade celular, o scaffold
desenvolvido apresenta potencial para aplicacdo na regeneracao tecidual
da pele, mais especificamente para aplicacdo topica em tratamento de
feridas. Os resultados obtidos até o momento sdo promissores e
incentivam a continuacdo das investigacGes relacionadas aos mecanismos
celulares e moleculares de adaptacdo das células em cocultura na BNC-
PLC.
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4. ANALISE DA SEGURANCA DE APLICACAO TOPICA
DE MEMBRANAS DE NANOCELULOSE BACTERIANA:
TESTE CLINICO FASE |

4.1 INTRODUCAO, MOTIVACAO E JUSTIFICATIVA

Muitos pesquisadores anseiam pela chance de criar um curativo
ideal, que ndo cause nenhum dano ao paciente e facilite uma
cicatrizacdo perfeita (FOHN E BANNASCH, 2007). Nesta perspectiva,
0 grupo de pesquisa em Engenharia Genémica e Tecidual do
Laboratdrio de tecnologias integradas - InteLab/UFSC tem recentemente
focado no desenvolvimento de tal material terapéutico, utilizando para
isso hidrogéis de nanocelulose bacteriana (BNC) como biomaterial base
para o desenvolvimento de novas estratégias para a reparagdo tecidual
(RECOUVREUX et al., 2011).

A presente proposta de estudo clinico esta inserida no contexto
do projeto de PD&I entitulado PROPELE - Engenharia Tecidual e
Avaliacdo Pré-clinica e Clinica de Pele Biopolimérica Imunoativa
(Chamada Pdblica MCT/FINEP/MS/SCTIE/DES — AT — FARMACOS
E MEDICAMENTOS - 4/2010) cujo objetivo geral é estabelecer
condic¢des cientificas, técnicas e mercadoldgicas para o desenvolvimento
de produtos inovadores de pele artificial biopolimérica com
propriedades bioativas, com base em membranas de hidrogel de celulose
bacteriana (CB) aqui também referida como Nanocelulose bacteriana
(BNC), enriquecidas com polissacarideos extraidos da Aloe vera (BNC-
Aloe. O compésito BNC-Aloe basico é resultado de um projeto
cooperativo anterior financiado pela FINEP e SEBRAE com as
empresas parceiras do projeto, e foi objeto de pedido de patente
nacional, recentemente reivindicada pelo SEBRAE como um case de
sucesso. Tal proposta pretende ampliar a escala de produgdo do
composito, passando pelos estagios de bancada, piloto e industrial.

Em parceria com empresas co-financiadoras, formulagdes
béasicas de BNC e Aloe vera foram desenvolvidas e testadas em modelos
pré-clinicos, visando as aplicagdes terapéuticas em lesGes de pele
promovidas por queimaduras, Ulceras, acidentes, e outras aplicacoes.
Para os testes pré-clinicos, foram avaliadas a toxicidade e eficacia do
composito BNC-Aloe produzidos previamente. Os ensaios in vitro
avaliaram a adesdo e proliferacdo celular sobre o biomaterial em teste,
para 0 conhecimento de sua citotoxicidade perante ao mecanismo de
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cicatrizacdo. Os ensaios in vivo, avaliaram a toxicidade e eficacia dos
hidrogéis em camundongos isogénicos Balb/c (Mus musculus), através
de modelo experimental de exciséo de pele.

Nos ensaios in vitro, fibroblastos da linhagem L929 foram
semeados sobre a superficie dos biomateriais e a sua toxicidade foi
caracterizada através do ensaio colorimétrico com MTS. Este ensaio
identificou a atividade mitocondrial de células vivas, cultivadas nos
periodos de 24 e 48 horas. Em 24 horas, ndo foi observado efeito
citotoxico em nenhum dos grupos tratados com membranas de BNC
compositas com fragdes de gel, gel total e fragBes polissacaridicas a 20,
40 ou 60% de Aloe vera. Ao contrario, no mesmo periodo, 0s grupos
tratados com o gel e com o gel total apresentaram um aumento
significativo de células metabolicamente viaveis. Em 48 horas de
cultura, também ndo foi observado efeito citotoxico em nenhum dos
grupos de tratamento (GODINHO, 2013).

Os ensaios in vivo foram realizados no Biotério Setorial do
Laboratério de Bioquimica Experimental (Labioex), situado no
Departamento de Bioquimica do Centro de Ciéncias Biologicas, da
UFSC, utilizando camundongos isogénicos Balb/c (Mus musculus),
através de modelo experimental de excisdo de pele. O modelo de
experimentaco foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEUA) da UFSC, sob o nimero de protocolo PP00620. Para
tanto, camundongos fémeas com peso de 20 + 2 g e cerca de 60 dias de
vida, foram submetidos a excisdo da pele apds a administracdo por via
intraperitoneal de 0,1 mL/10 g de solucdo anestésica. Ap6s a excisao de
1 cm quadrado de pele, a avaliagdo da atividade cicatrizante foi
realizada em 6 animais por grupo de tratamento (n=6), durante o tempo
de 15 dias. Os grupos foram divididos em: Controle tratado com solucéo
salina (0,9 % m/v), grupo tratado com membrana de nanocelulose
bacteriana pura e grupo tratado com membrana de nanocelulose
bacteriana contendo Aloe vera a 60%. Foram realizados registros
fotograficos nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 e as lesdes foram mensuradas
utilizando o software image J.

Os resultados in vivo demonstraram que a utilizacdo de
membrana de nanocelulose bacteriana contendo ou ndo Aloe vera foi
eficaz no tratamento das lesdes quando comparados ao controle. Foi
possivel observar satisfatéria absorgdo de exsudado e manutencdo da
umidade da ferida, bem como promocdo do isolamento térmico,
protecdo mecénica do local da lesdo cutdnea e protecdo contra
microrganismos patogénicos. N&o foi observado nenhum sinal de
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irritacdo, edema, descamacgdo ou prurido, indicando a auséncia de sinais
alérgicos ao biomaterial aplicado.

A auséncia de toxicidade, aliada a comprovada atividade
cicatrizante in vivo, coloca o compdsito BNC-Aloe como um
dispositivo promissor para o tratamento de Ulceras em humanos. Desta
forma, o presente estudo tem como meta principal a elaboracdo de um
protocolo e execugdo do ensaio clinico de fase | para a avaliacdo da
seguranca de aplicacdo da BNC modificada em seres humanos,
utilizando o compdsito BNC-Aloe como modelo e primeiro passo para a
conclusdo da sua caracterizacdo terapéutica em humanos e futuramente
obtencdo do registro do tratamento em estudo.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo clinico de fase I, duplo-cego,
randomizado. Desta forma, foi avaliada a evolucdo de um grupo de
voluntérios, que foram submetidos a aplicacdo tdpica de membranas de
nanocelulose bacteriana pelo periodo de um més.

4.2.2 Populagéo

A populacdo alvo deste estudo foi constituida de individuos
saudaveis, com idade entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos, usuarios do
campus da Universidade Federal de Santa Catarina/UFSC que aceitaram
0s termos para participar voluntariamente da pesquisa e se enquadraram
nos critérios de incluséo.

Para definicdo do tamanho da amostra, utilizou-se as
orientacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
gue preconiza de 20 a 100 individuos para compor a amostra de
pesquisa clinica fase I. Desta forma, levando em conta a quantidade
minima exigida de individuos, a popula¢do do estudo constituiu-se de 20
pessoas.

Foram elegiveis pessoas adultas acima de 18 anos, de ambos 0s
sexos, usudrias do Campus da UFSC, sem relato de: doencas
infectocontagiosas ou parasitérias, processos infecciosos ou alérgicos
aos componentes da formulagdo, uso de antimicrobianos,
imunossupressores, antialérgicos, corticosteroides e anti-inflamatérios
sisttmicos, nos ultimos quinze dias; bem como, gestacdo e
amamentagdo.
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4.2.3 Variaveis mensuradas

Foram avaliadas as aplica¢fes dos hidrogéis de BNC contendo
ou ndo as fragdes de 20, 40 e 60% de gel total de Aloe vera. A escolha
destas doses estd amparada nos estudos pré-clinicos (GODINHO, 2016),
uma vez que foi evidenciada maior eficidcia e seguranca nos
experimentos in vitro e in vivo.

Posteriormente foi avaliada a presenca dos seguintes sinais e
sintomas de reacdo alérgica:

- Dor. A dor foi avaliada pela Escala numérica de 1 a 10, sendo
que zero significa auséncia de dor e 10 dor intensa.

- Eritema. Este pardmetro foi avaliado aplicando-se leve
pressdo com a polpa digital sobre a area e liberando em seguida. As
areas de pele submetidas a pressdo devem ficar esbranquicadas apds a
remocao da mesma.

- Ressecamento e descamacdo. O local da aplicagdo foi
avaliado pela palpacéo local e submetido a pequena friccdo com a polpa
digital.

- Edema. O edema foi avaliado pela prova de cacifo, que
consiste na pressdo da area com firmeza, utilizando-se o dedo polegar
por 5 segundos, e posterior liberacdo. Outro método usado
concomitantemente foi a mensuracdo da circunferéncia do antebrago
com fita métrica, semanalmente. A fita foi posicionada na circunferéncia
do antebraco a 3,0 cm da fossa cubital para verificar a medida do local
ao longo do tratamento.

- Calor. A variagcdo da temperatura da pele pode revelar
processo inflamatorio ou infeccioso pelo aumento do fluxo sanguineo. O
calor do local de aplicagdo foi avaliado com o dorso da médo da
pesquisadora, comparando com a area corporal simetricamente oposta.

- Prurido. Para avaliacdo desta variavel, foi considerada a
informacdo fornecida pela pessoa voluntaria quanto a presenca ou ndo
de prurido.

- Vesiculas ou bolhas. Durante a inspec¢éo visual do antebraco,
foi identificada a presenca ou nao de vesiculas.

4.2.4 Produgao e preparagdo das membranas de BNC

Para a producdo das membranas de BNC com fragdes de gel
total de Aloe vera, foram seguidos os protocolos padronizados e
estabelecidos pelo Laboratério de tecnologias integradas/InteLAB. As
membranas foram obtidas utilizando meio de cultura constituido de
manitol, extrato de levedura e peptona, diluidos em 1 L de &gua
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destilada. O pH foi ajustado para 6,5, em seguida a solugdo foi
esterilizada. Foram adicionadas ao meio de cultura as proporcdes de 20,
40 e 60 % de uma solucéo de gel total de Aloe vera e posteriormente foi
adicionado 10% (v/v) de indculo obtido a partir de uma cultura reserva
de Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769). O cultivo ocorreu em
condi¢des estaticas, a temperatura ambiente durante 10 dias em placas
de 24 pocgos, onde cada pogo recebeu 500 pl de meio de cultura
inoculado. Apds o periodo de cultivo, as membranas foram removidas e
receberam um tratamento para eliminar as bactérias remanescentes,
utilizando-se uma solu¢do de NaOH 0,1 mol/L a 50°C por 24 horas,
seguido de lavagens sucessivas com agua destilada até o pH atingir a
neutralidade (pH 7,0). Apos a esterilizacdo em autoclave, as membranas
foram mantidas sob refrigeracdo até serem utilizadas para o ensaio
clinico.

4.2.5 Instrumento de coleta de dados

O instrumento de coleta de dados (Apéndice A) foi elaborado
seguindo orientagbes contidas em documento reportado por Gomes
(2009) e constitui-se em um formulério elaborado para identificacdo do
paciente voluntario e das condicfes de sua pele. Este formulario contém
questbes referentes as informagdes pessoais e ao seu perfil
socioecondmico, caracteristicas da pele (e registro fotografico) antes e
apos aplicacdo do hidrogel e avaliagdo dos efeitos colaterais.

4.2.6 Coleta de dados

Inicialmente, foi realizada a avaliacdo das pessoas voluntérias,
onde os dados foram coletados e registrados no formulario.
Posteriormente foi solicitado aos voluntarios selecionados que lessem e,
caso concordassem em participar da pesquisa, assinassem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B). Eles foram, entéo,
encaminhados ao laboratério de analises clinicas (Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital da Universidade Federal de Santa
Catarina) para coleta de material para exames. Foram solicitados exames
laboratoriais no 1° e 30° dias apds a aplicacio dos hidrogéis.

Antes do inicio da aplicacdo topica, foi realizada uma avaliacdo
fisica para certificar se a pele da pessoa voluntaria estava isenta de
quaisquer sinais alérgicos, inflamatorios ou de infeccdo. Os grupos de
tratamento foram divididos em individuos que receberiam as
membranas BNC-controle, BNC-Aloe-20, BNC-Aloe-40 ¢ BNC-Aloe-
60. Com a finalidade de diminuir a probabilidade de dedugdo da
membrana aplicada, os quatro hidrogéis foram subdivididos em quatro
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recipientes semelhantes, totalizando quatro placas nomeadas de A a D
(Figura 37).

Figura 37: Placas nomeadas (A, B, C e D) contendo os hidrogéis a
serem aplicados.

Os individuos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos. O hidrogel de BNC foi entdo aplicado (20, 40 e 60% da fracdo
de gel total da Aloe vera ou BNC pura) no ante-brago direito, 3 vezes
por semana (segunda, quarta e sexta-feira) durante 1 més, em é&rea
circular correspondente a 4 cm? e posteriormente um filme de
poliuretano foi colocado sobre o local, para que o hidrogel ndo fosse
removido durante o banho, locomogao ou utilizacdo de vestuario (Figura
38).

Figura 38: Esquema de aplicagdo dos hidrogéis nos voluntarios com
filme de poliuretano (Tegaderm®) usado para protecdo da area aplicada.
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Os participantes foram orientados que na ocorréncia de reacéo
inflamatoria, alérgica ou lesdo cuténea, a aplicacdo seria imediatamente
interrompida e eles seriam encaminhados ao profissional médico
participante do projeto.

4.2.7 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(parecer numero 483.389) (Apéndice C) e atende aos critérios da
Resolucdo CNS 466/2012. A coleta de dados foi iniciada somente apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
participantes do estudo.

4.2.8 Analise estatistica

Para a analise das variaveis foi utilizado o software SPSS
v.13.0. Para anélise da frequéncia dos efeitos adversos entre 0s grupos,
foi utilizado o teste Chi-quadrado. Para comparacfes entre controle e
tratamentos, foi utilizado one-way ANOVA seguido do teste post-hoc
de Tukey para as varidveis que atendiam ao critério de normalidade.
Para as variaveis que violaram os critérios de validacdo da ANOVA, o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallys foi utilizado. Para analisar as
diferencas apresentadas entre o primeiro dia e o Gltimo dia de aplicacdo
dos hidrogéis, foi utilizado o teste t de Student. Para a analise das
varidveis qualitativas da urindlise (cetonas, proteinas, substancias
redutoras, muco e flora) foi utilizado o teste Chi-quadrado para
avaliacdo das diferencas entre grupos, e McNemar para analisar as
diferencas entre o primeiro e Gltimo dia de tratamento. Diferengas entre
os grupos foram consideradas estatisticamente significantes quando
p=<0.05.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa do estudo, buscou-se avaliar a seguranga e
eventuais efeitos adversos de hidrogéis de nanocelulose bacteriana
compositos com Aloe vera aplicados em individuos com pele integra.
Para tanto os pacientes foram alocados aleatoriamente nos distintos
grupos grupos de tratamento como mostrado na Figura 39.
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Figura 39: Fluxograma CONSORT mostrando o fluxo de pacientes no
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A populagdo alvo foi constituida de individuos higidos, entre 18
e 50 anos, de ambos 0s sexos, que aceitaram participar voluntariamente
da pesquisa. A amostra foi composta por 20 pessoas voluntarias, cuja
caracterizacdo foi realizada a partir dos dados coletados nos formularios
no momento da primeira avaliacdo e esta descrita na Tabela 7:

Tabela 7: Dados demograficos

Dados demogréficoa

Variaveis n %
Idade (anos)

18-30 17 85
31-50 3 15
Sexo

Masculino 12 60
Feminino 8 40
Cor de pele

Branca 15 75
N&o-branca 5 25




Estado civil

Solteiro 16
Casado ou em unido 2
Separado, divorciado ou vilvo 2
Escolaridade

Ensino superior 10
Pés-graduacéo 10
Tabagismo

Nunca 19
Ex-tabagista 0
Sim 1
Consumo de alcool - frequiéncia

Nunca ou quase nunca 6
Pelo menos 1 vez por semana 13
Todo dia 1
Problema de saude atual

Né&o 18
Sim 2
Internacéo hospitalar nos 12 meses antecedentes a entrevista
Né&o 20
Sim 0
Histdria pregressa de doenca

Né&o 5
Sim 15
Uso de medicamentos

Né&o 13
Sim 7
Histdria de pressao arterial elevada

Né&o 20
Sim 0
indice de massa corporal (IMC)

Baixo peso 1
Peso normal 15
Sobrepeso 4
Obeso 0
Integridade da pele do antebraco

Néo 0
Sim 20

Grupo de tratamento
BNC-Aloe 20%
BNC-Aloe 40%
BNC-Aloe 60%
Controle

o1 o1 o1 ol
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80
10
10

50
50

95

30
65

90
10

100

25
75

65
35

25
25
25
25
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Do total da amostra, a média de idade foi 25,4 anos, sendo que
a idade minima encontrada foi 18 e a méxima 50 anos. Foram
identificadas 2 pessoas com pele negra (10,0%), 3 pessoas de cor parda
(15,0%) e o restante eram de cor branca (75,0%). Haviam 9 pessoas
(45,0%) alunos dos cursos de graduacdo, 1 (5,0%) com curso de
graduacdo completo, 7 (35,0%) alunos com mestrado em curso e 3
(15,0%) com curso de mestrado completo. Quanto ao habito de fumar,
havia na amostra apenas uma pessoa fumante (5,0%), que consumia 10
cigarros por dia, com inicio ha 10 anos.

Em relagdo ao consumo de alcool, 30,0% dos voluntéarios
relataram que nunca ou quase nunca consomem alcool, 65,0% relataram
consumo pelo menos 1 vez na semana e apenas 1 pessoa (5,0%) relatou
consumo todos os dias. Os problemas de salde existentes no momento
da coleta de dados foram apenas dois relatos de gripe (10,0%) e
nenhuma pessoa foi internada nos 12 meses que antecederam a coleta. A
ocorréncia de doencgas pregressas foi freqiiente (75,0%), sendo que as
relatadas foram: sinusite, bronquite, asma, alergias (medicamentosa,
alimentar, cosmética e outras) e trombose periférica. Dos medicamentos
em uso, 0 mais citado foi anticoncepcional (oral ou injetavel), seguido
por Ritalina e Travatan. Em relagdo aos dados antropométricos, a média
de peso obtida foi 65,63 Kg, sendo que a medida minima foi 51,0 Kg e a
méaxima de 78,0 Kg. A média das alturas obtida foi 1,68 m, cujo menor
valor foi 1,54 m e o maior foi 1,84 m.

A analise da frequéncia dos efeitos adversos reportados entre 0s
grupos pode ser observada na tabela 8 (total de analises = 13):

Tabela 8: Analise da frequéncia dos efeitos adversos entre 0s grupos
durante a aplicacdo dos hidrogéis.

ANALISE DAS VARIAVEIS

Membrana Individuos Eritrema Edema Calor Dermatite Prurido Lesdo Dor

1

o
o
o
o
[N
o
o

controle
(n=5)

BNC-Aloe-
20 (n=5)

a b W N RO~ WwN
O O O O olo o o o
O O O O oo o o o
O O O O olo o o o
O O O O oo o o o
O W O N PN O O o
O O O O Oolo o o o
O O O O olo o o o




111

BNC-Aloe-
40 (n=5)

BNC-Aloe-
60 (n=5)

AW N PO~ WDN PR
O O O OO o o o o

5 0

O O O O o|lo o o o o
O O O O o|lo o o o o
O O O O O/ o o o o
P N P P Olw o N oo
O O O O Ol O O O O
O O O O o|lo o o o o

0= n&o houve relato ao longo das aplicagdes
1=houve 1 relato ao longo das aplicagdes

2= houveram 2 relatos ao longo das aplicacbes
3=houveram 3 relatos ao longo das aplicagdes
4= houveram 4 relatos ao longo das aplicagdes

No decorrer do periodo de teste, nenhum dos voluntarios
desenvolveu reacdes adversas aos hidrogéis, que pudessem ser
evidenciadas por eritema, edema, calor, dermatite, ou dor no local da
aplicacdo. A Figura 40 representa a evolugdo normal tipica dos
pacientes apds a aplicacéo dos hidrogéis.

Figura 40: Evolucdo normal da aplicacdo dos hidrogéis ao longo do
teste. Em evidéncia: grupo BNC-Aloe-40

Entretanto, circunscrito ao local de aplicagdo do filme de
poliuretano, observou-se que 11 pessoas da amostra (55,0%)
desenvolveram sintomas iniciais de alergia, evidenciada por presenca de
prurido. Houve apenas um relato de lesdo no local do curativo devido a
friccdo para aliviar a coceira. Esta situacdo foi contornada evitando-se
ao maximo o contato direto do filme de poliuretano, até remissdo dos
sinais e sintomas como pode ser observado na Figura 41. No entanto,
sabe-se que os curativos adesivos provocam alta incidéncia de dermatite
eczematosa e formacao de vesiculas na pele. Desta forma, sugere-se que
a irritagao observada esta relacionada com o filme de fixagao em
detrimento ao composito de BNC e Aloe vera.
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Figura 41: Evolucéo atipica com presenca de sintomas iniciais de alergia
em regido circunscrita ao filme de poliuretano e posterior regressdo dos
sintomas. As setas pretas indicam as areas afetadas (nas semanas 1 e 2).

Semana 1

Semana 3

Quanto aos exames laboratoriais realizados antes e apds as
aplicacdes, foram coletados materiais de 20 pessoas. Considerando o
resultado dos hemogramas realizados antes do inicio das aplicacdes, ndo
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre o0s
grupos que iriam receber as membranas de BNC-Aloe e o grupo
controle. Os resultados dos exames bioquimicos de sangue e urina, antes
do inicio das aplicacdes, também ndo foram estatisticamente diferentes
entre os grupos (para valores de referéncia, ver apéndice D) .

Apos o término das aplicagdes das membranas, todas as pessoas
alocadas foram submetidas a novos exames de hemograma e
bioguimicos de sangue e urina. N&do houveram diferencas
estatisticamente significativas nos hemogramas entre o grupo controle e
0s que receberam as membranas BNC-Aloe. Nos testes bioquimicos de
sangue, apenas os valores de creatinina foram maiores no grupo tratado
com BNC-Aloe-60 quando comparado aos obtidos no grupo controle (p
=0,028). Entretanto, tais valores encontravam-se dentro dos parametros
de normalidade, portanto ndo apresentam relevancia clinica. Nos testes
de urina realizados, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. Tais resultados estdo apresentados na
Tabela 9:
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Ao comparar os exames (hemograma, perfil bioquimico e
urinalise) antes e ap0s a aplicacdo dos hidrogéis percebeu-se que alguns
grupos apresentaram discreta diferenga, ndo significativa, nos
resultados, porém ainda estavam compreendidos no intervalo de
normalidade. Os valores de VCM apresentaram-se ligeiramente
aumentados nos grupos BNC-Aloe-20 (p=0,001), BNC-Aloe-40
(p=0,003) e BNC-controle (p=0,013) ao final das aplicacbes. Os
eosindfilos também apresentaram-se ligeiramente aumentados no grupo
BNC-Aloe-40 (p=0,040) e os valores de CHCM apresentaram-se
ligeiramente diminuidos no grupo BNC-Aloe-20 (p=0,002) e BNC-
Aloe-40 (p=0,003). Considerando os resultados de urinalise, observou-
se um leve aumento na densidade, apresentada apenas no grupo BNC-
Aloe-60 (p=0,021) porém tais quais as diferencas apresentadas acima,
estas estavam compreendidas no intervalo de normalidade e néo
representavam relevancia clinica.

4.4 CONCLUSOES

Os ensaios clinicos de fase | sdo a primeira etapa de avaliacdo
da aplicacdo de um produto em seres humanos. No teste de seguranga e
inocuidade dos compositos de nanocelulose bacteriana com Aloe vera
aplicados em pele de pessoas sadias, observou-se que nenhuma das
pessoas voluntarias desenvolveu qualquer sinal e sintoma de alergia ao
produto. A pele no local de aplicagdo manteve-se integra, sem a
presenca de eritema, ressecamento, calor, bolhas, relatos de dor ou
prurido. As diferencas estatisticamente significativas encontradas entre
0S grupos nos parametros bioquimicos e hematol6gicos ndo tém
relevancia clinica pois estdo compreendidas nos intervalos de
normalidade. Diante do exposto, ndo houveram evidéncias clinicas de
toxicidade dos compdsitos de nanocelulose bacteriana com Aloe vera.
Desta forma, conclui-se que o biomaterial desenvolvido é seguro para
aplicacdo em humanos.

O protocolo desenvolvido e testado neste estudo constitui-se em
uma ferramenta Util e aplicavel em futuros testes de avaliacdo da
seguranca de aplicagdo tdpica de membranas de BNC modificadas.
Apesar dos resultados clinicos aqui apresentados serem referentes a
aplicacdo da membrana BNC-Aloe, acredita-se que tal protocolo seja
adequado para avaliacdo de qualquer outra formulagdo da membrana de
BNC, que tenha como finalidade a sua aplicacdo topica.
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6. APENDICES

APENDICE A

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS TESTE CLINICO FASE |

1. DADOS DEMOGRAFICOS

Cadigo de identificacéo:

Data da avaliacdo: / /

1 Nome completo:

2 Endereco completo:

Bairro: Cidade:
UF: CEP:
Telefone: ()

3 Data de nascimento: / /

4 Idade (anos completos):

5 Sexo: [ 11. Masculino [ ]2.Feminino

6 Naturalidade (UF):

7 Cor (observacdo do entrevistador):
[ ]2.Parda/mulata/ morena/

[ 11. Branca cabocla
[ 13. Negra [ 14. Indigena
[ 15. Amarela/oriental

2. SITUACAO CONJUGAL

1 Qual o seu estado civil atual?

[ ]1.Solteiro [ ]2.Casado
[ 13.Emunido [ ]4. Separado ou divorciado
[ 15.Vidvo

3. ESCOLARIDADE

1 Qual sua escolaridade?

[ 11.Ensino fundamental incompleto [ ] 2. Ensino fundamental
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[ 13. Ensino médio incompleto

[ 15. Ensino superior incompleto
[ ]7. Especializacdo incompleta
[ 19. Mestrado incompleto

[ ]11. Doutorado incompleto

completo

[ 14. Ensino médio completo

[ ]6. Ensino superior completo
[ ]8. Especializacdo completa
[ ]10. Mestrado completo

[ ]12. Doutorado completo

4. FUMO

1 Vocé fuma atualmente?
[ ]1. N&o — siga 5

[ ]3. Ex-fumante — siga 5

[ ]2 Sim

2 Quantos cigarros fuma por dia?

3 Ha quanto tempo vocé fuma?
4 Sempre fumou a mesma quantidade?
[ J1.Nao [ ]2 Sim [ 13.Semdado [ T4 NA
5 H& quanto tempo que parou de fumar?
6 Quantos cigarros fumava por dia?
7 Durante quanto tempo vocé fumou?
5. FREQUENCIA DE CONSUMO DE ALCOOL
FREQUENCIA
Pelo menos NUNca ou
Todo dia 1vez por
quase nunca
semana

BEBIDA | QUANTIDADE

Cachaca

Cerveja

Vinho
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Whisky

Qutras:

6. HISTORIA OBSTETRICA

1 Vocé esta gravida atualmente?
[ 11. Néo [ 12.Sim [ 13. NA — siga VII

2 Vocé esta em periodo de amamentacao?
[ 11.Néo [ ]2.Sim

7. MORBIDADE

1 Voce esta atualmente com algum problema de satide?

[ 11.Néo [ 12.Sim

2 Qual?

3 Vocé foi internado por algum problema de satde nos Gltimos 12 meses?
[ 11.Néo [ 12.Sim

4 Qual?

5 Algum médico ja lhe disse que vocé teve alguma dessas doencas?
[ 11 Hipertenso arterial [ ]2. Diabetes mellitus

[ 13. Lapus eritematoso [ 14. Insuficiéncia renal

[ 15.Insuficiéncia cardiaca [ 16. AIDS

[ 17. Infarto do miocardio [ ]18. Esquistossomose

[ 19. Doenca de Chagas [ ]10. Sifilis

[ ]11. Cisticercose [ ]12. Estrongildide

[ 113. Maléria [ ]14. Angina

[ 115. Cancer [ ]16. Febre reumatica

[ 117. Trombose periférica [ ]18. Embolia pulmonar

[ 119. Tuberculose [ ]20. Meningite

[ 121. Doenca hepética (cirrose, hepatite)

—

] 22. Outras/alergias:

6 Vocé faz uso de algum medicamento?
[ 11.Néo [ ]2.Sim [ ]3. Néo sabe

7 Qual?
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8 Alguma vez, um profissional da sadde ja aferiu sua pressao arterial?

[ 11. Néo [ 12.Sim [ 13. No sabe
9 Alguma vez, vocé foi diagnosticado com pressao arterial alta?
[ 11. Néo [ 12.Sim [ 13. Ndo sabe

8. ANTROPOMETRIA

1 Peso medido (kg)
2 Estatura (m)

9. EXAMES LABORATORIAIS

Resultados de: 1° dia 30° dia

Hemograma:
Hemacias

Hemoglobina

Hematocrito

VCM

HCM

CHCM

Global de leucécitos

Neutréfilos segmentados

Neutrofilos bastonetes

Eosindfilos

Basofilos

Linfécitos

Monécitos

Plaquetas

Glicemia jejum

Tempo de coagulacdo

Tempo de protrombina

Tempo de tromboplastina

Albumina sérica

Proteinas totais

TGO

TGP

Gama GT
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Fosfatase alcalina

Uréia

Creatinina

Bilirrubina total

Caélcio

Fosforo

Cloro

Saodio

Potéssio

Urina rotina: pH

Densidade
Volume
Cetonas
Proteinas
Nitrato
Hemacias
Leucécitos
Cilindros
Sedimentos
Flora
10. EVOLUCAO
Circu. . . . x
Data Edema | Eritema | Calor | Dermatite | Prurido | Lesdo | Dor
Anteb.

1. o o o o o n o
n&do n&do néo néo nédo ndo | nao
sim sim sim sim sim sim | sim

2. ~ ~ ~ ~ u . u
nao nao ndo ndo nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

3. ~ ~ ~ ~ ~ x ~
nédo nédo nédo nédo nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

4, ~ ~ ~ ~ ~ x ~
nédo nédo nédo nédo nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim
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5. ~ ~ ~ ~ n x n
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

6. ~ ~ ~ ~ n x n
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

7. ~ ~ ~ ~ n x n
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

8. ~ ~ ~ ~ ~ x ~
nao nao nao nao nao nao | nao
sim sim sim sim sim sim | sim

9. ~ ~ ~ ~ ~ x n
nao nao nao nao nao nao | nio
sim sim sim sim sim sim | sim

10. ~ ~ ~ ~ u x ~
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

11. ~ ~ ~ ~ n x n
nao nao nao nao nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

12. ~ ~ ~ ~ n x n
nao nao nao nao nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

13. ~ ~ ~ ~ ~ x ~
nao nao nao ndo nao ndo | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

14. o o o o o n o
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim

15. ~ ~ ~ ~ o ~ o
nao nao nao nao nao nao | ndo
sim sim sim sim sim sim | sim
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11. REGISTRO
FOTOGRAFICO

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 12 semana 1
Data: [/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 12 semana 2
Data: [/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 12 semana 3
Data: [/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 22 semana 1
Data: _/ [/

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 22 semana 2
Data: _/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 22 semana 3
Data: [/ [

Registro Fotogréafico
Iniciais:

Momento: 32 semana 1
Data: [/ [

Registro Fotogréafico
Iniciais:

Momento: 32 semana 2
Data: _/ [

Registro Fotogréafico
Iniciais:

Momento: 32 semana 3
Data: _/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 42 semana 1
Data: [/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 42 semana 2
Data: [/ [

Registro Fotografico
Iniciais:

Momento: 42 semana 3
Data: [/ [
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APENDICE B

TITULO DO ESTUDO: ESTUDO CLINICO DE FASE | DA
ACAO CICATRIZANTE DE MEMBRANAS DE
NANOCELULOSE BACTERIANA COMPOSITAS COM
ALOE VERA

Pesquisador responsavel: Camila Quinetti Paes
INFORMACOES GERAIS

Este estudo clinico de fase | estd sendo realizado para avaliar
um novo tratamento de feridas de pele, desenvolvido por pesquisadores
da Universidade Federal de Santa Catarina/UFSC. A substancia em teste
€ uma membrana temporéria potencializadora da cicatrizagdo, formada
por um hidrogel de nanocelulose bacteriana compdésito com fragfes de
Aloe vera (babosa). Trata-se de um estudo duplo cego randomizado de
fase 1.

Vocé foi convidado(a) a participar deste estudo clinico de forma
voluntaria, podendo sair da pesquisa a qualquer momento. VVocé néo tera
qualquer gasto e ndo receberd pagamento para participar. A sua
identidade serd mantida em sigilo. Os resultados serdo apresentados em
grupo e ndo individualmente, sem incluir os nomes dos participantes.
Dessa forma vocé ndo sera identificado quando os resultados forem
utilizados, seja para propositos de publicacéo cientifica ou educativa.

O estudo terd duragcdo de 1 més. A primeira etapa serd a
aplicacdo do hidrogel de nanocelulose bacteriana composito com fracdes
de Aloe vera na pele integra de pessoas sadias, para verificar sua
seguranca (como a pele reage a esta substancia).

O presente estudo atende aos critérios da Resolucdo CNS
466/12 e foi desenhado segundo os principios éticos da pesquisa em
seres humanos.

PROCEDIMENTO

Caso vocé concorde em participar deste estudo, Ihe sera solicitado
gue responda a entrevista e colha amostras de sangue e urina. Sua pele do
antebraco esquerdo serd examinada antes, durante e apds todo o processo.
Seu estado de salde serd avaliado pelo exame fisico, pelos exames
laboratoriais e por suas respostas colhidas pela pesquisadora.
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As amostras de sangue serdo coletadas utilizando agulhas e
seringas descartaveis, por profissional técnico responsavel, da empresa a
qual vocé sera encaminhado. A urina sera coletada por vocé, ap6s
instrucdes de como realizé-la, que devera ser entregue no dia e local da
coleta de sangue.

Uma amostra do hidrogel de nanocelulose bacteriana composito
com Aloe vera sera aplicado 3 vezes por semana (segunda, quarta e
sexta-feira), durante 1 més, no seu antebrago direito, em area circular
correspondente a 4 cm® e protegido com um filme transparente,
impermeavel a agua, microrganismos e sujidades. O tempo estimado
para esse procedimento é de 20 minutos. Apds 24 horas da aplicacéo,
vocé ira retirar o filme e o hidrogel, e podera lavar o local com agua
corrente e sabonete ou sabdo que usa habitualmente.

RISCOS

N&o foram encontrados na literatura registros de efeitos
adversos relacionados a aplicagdo dos hidrogeis de celulose bacteriana
compositos com Aloe vera. A amostra em teste ndo provocou efeitos
indesejados, de qualquer natureza, em testes com animais e in vitro
(com ceélulas).

Todos os profissionais envolvidos no estudo sdo treinados e
capacitados para atender quaisquer problemas que possam vir a ocorrer
em consequéncia do procedimento.Caso ocorra algum efeito indesejado
relacionado aos tratamentos, como dor, edema, vermelhidéo, prurido ou
calor, vocé devera entrar em contato com o médico participante deste
estudo, o Dr. Charles Kondageski, que fard uma avaliacdo e prestara a
assisténcia necessaria.

BENEFICIOS

Embora vocé possa ndo perceber beneficio da aplicagdo dessa
substancia em sua pele, pois ndo sera aplicada para fins de tratamento;
todos os membros deste estudo conhecem as evidéncias experimentais
benéficas desta nova substancia relacionadas & promogdo da
cicatrizacdo, quando utilizada como curativos em Ulceras e queimaduras.

| CONTATOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal Santa Catarina - em data de xxx, com registro
NUmMero Xxx.

Qualquer divida que vocé tenha em relagdo ao estudo clinico
ou a este termo, ou ainda, caso queira se retirar do estudo, o contato
deverd ser realizado com 0s pesquisadores:

Enf. Camila Quinetti Paes tel: (48) 9651-0213
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Dr. Luismar Marques Porto tel: (48) 9624-2440

Dr. Carlos Rambo tel: (48) 9931-4954

Ou, ainda, com o Comité de Etica em Pesquisas da UFSC, situado &
Universidade Federal de Santa Catarina - Pré-Reitoria de Pesquisa
Campus Universitario - Trindade - Floriandpolis/SC, CEP 88040-900;
ou pelo telefone (48) 3721-9206.

ACEITE DE PARTICIPACAO

Li, compreendi e esclareci todas as informagdes contidas neste
documento antes de assina-lo. Confirmo, também, estar de acordo em
participar voluntariamente do estudo clinico e que recebi uma cépia
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Dou meu
consentimento de livre e espontanea vontade para participar desse
estudo.

Participante (ou representante legal):

Nome Legivel (Letra de Forma)

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Florianépolis, de de

Importante: Este documento é elaborado e deverd ser assinado em duas
vias: uma sera entregue ao participante (sujeito da pesquisa) e a outra
via ficard com o pesquisador. Todas as paginas deverdo ser rubricadas
pelo pesquisador, pelo participante da pesquisa ou seu representante
legal, em atendimento a CARTA CIRCULAR N° 003/2011
CONEP/CNS/MS.
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APENDICE C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Platbaforma
SANTA CATARINA - UFSC %yﬂ:ul

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETC DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO CLINICO DE FASE | DA AGAQ CICATRIZANTE DE MEMBRANAS DE
CELULOSE BACTERIANA COMPOSITAS COM ALOE VERA

Pesquisador: Luismar Marques Porto

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 23119813.4.0000.0121

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiadora de Estudos e Projetos - FINEP

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 483.389
Data da Relatoria: 09422013

Apresentagao do Projeto:

Estudo de Porto & colaboradores, da PG em Engenharia Quimica, qua avaliard produto topico em 20
participantes normais, clinica & laboratorialmente.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo os autores o Objetivo Primaric & avaliar a seguranga e eventuais efeitos adversos de hidrogéis de
celulose bacteriana compositos com Aloe vera aplicados em pele de pessoas rigidas. O Objelive Secundario
& avaliar a seguranga da aplicagio de hidrogéis de celulose bacteriana compésitos com Aloe vera aplicados
em pele integra de pessoas sadias;- Avaliar a ocorréncia de efeitos adversos em pele integra de pessoas
higidas, apos aplicagao de hidrogéis de celulose bacteriana compdsitos com Aloe vera;- Avaliar a
inocuidade dos hidrogeis, apos aplicagao contendo 20, 40 & 60% de gel total de Alos vera, em pele integra
de pessoas higidas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Adequados.

Comentarios e Consid sobre a P

& q

Pode colaborar pelo conhecimento generalizavel sobre o tema.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Adequados.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

Recomendagoes:

Ma&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pela aprovagio.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 09 de Dezembro de 2013

Assinador por:
Yimar Correa Neto
(Coordenador)



APENDICE D

Valores de referéncia para os exames laboratoriais

(adultos)

HEMOGRAMA
Hemacias
Hemoglobina
Hematocrito

VCM

HCM

CHCM

Global de leucdcitos
Neutréfilos segmentados
Neutrofilos bastonetes
Eosinofilos

Basdfilos

Linfocitos

Mondcitos

Plaquetas

Glicemia jejum
Tempo de coagulacao
Tempo de protrombina
Tempo de tromboplastina
Albumina sérica
Proteinas totais

TGO

TGP

Gama GT

Fosfatase alcalina
Uréia

Creatinina

Bilirrubina total

Calcio

4.5 a 6,0 milhdes/mm?®

13a16 g/dL

38 a 50%

80a 100 FL
26234 PG

31 a36 g/l

4000 a 11000 p/mm?
45a75%

1la5%

1a5%

0a2%

15 a 45%

3al1l0%

150.000 a 450.000
70 a 110 mg/dL
1a6min
11al4ds

25a35s
3,5a4,8¢g/dL
6a8,5g/dL

até 38 U/L

até 41 U/L
11a50 U/L

65 a 300 U/L

10 a 50 mg/dL
0,7a1,5mg/dL
0,2a1,2 mg/dL
1,12 a 1,32 mmol/L

143
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Fésforo
Cloro

Sédio
Potéassio
URINALISE
pH
Densidade
Hemacias
Leucdcitos

2,5a5,6 mg/dL
96 a 106 mmol/L
135 a 145 mmol/L
3,5 a 5,0 mmol/L

45a7,8

1.015a1.025

< ou = 10.000 células/mL
< ou =10.000 células/mL
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